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Abkürzungsverzeichnis 
 
 
ABC ATP binding cassette 
ATP Adenosintriphosphat 
BCRP Breast cancer resistance protein 
BSEP Bile salt export pump 
CAR Constitutive androgen receptor 
CYP Cytochrom P450 
EHBR Esai hyperbilirubinämische Ratte 
FXR Farnesoid X receptor 
GSH Glutathion 
GST Glutathion-S-Transferase 
IL Interleukin 
MDR Multidrug resistance 
MRP Multidrug resistance associated protein 
NAT N-Acetyltransferase 
PhIP 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5b]pyridin 
PXR Pregnane X receptor 
RAR Retinoic acid receptor 
RXR Retinoid X receptor 
SULT Sulfotransferase 
TNF Tumornekrosefaktor 
TR- Transport-defiziente Ratte 
UDP Uridindiphosphat 
UGT UDP-Glukuronosyltransferase 
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I.  Einleitung 
 
 
1.  Transportproteine 
 
Epithelien bilden eine Barriere für Stoffe, die in den Körper eindringen wollen 1. Nur 
kleinmolekulare lipophile Substanzen können ohne Hilfe durch die Lipiddoppelschicht der 
Zellmembran gelangen. Großmolekulare, hydrophile oder geladene Stoffe benötigen zur 
Überwindung der Zellmembranen Transportproteine. Es handelt sich hierbei um integrale 
Membranproteine, die in der Lage sind, Stoffe über die Zellmembran zu befördern. 
Transportproteine sind spezifisch für ihre Substrate. 
Man unterscheidet zwischen Kanälen und Carriern, die für den passiven Transport ent-
lang eines Konzentrationsgradienten zuständig sind, und Transportern, die Substanzen 
unter ATP-Verbrauch gegen einen Konzentrationsgradienten transportieren 1. Dies wird 
im Gegensatz zum passiven Transport als aktiver Transport bezeichnet.  
In polaren Zellen unterscheidet man Transportproteine, die sich an der apikalen Seite 
der Zelle befinden von denen, die  basolateral gelegen sind. Transporter können Stoffe 
in die Zelle aufnehmen oder auch Substanzen aus der Zelle schleusen. Sie können meh-
rere Substanzen im Symport in die gleiche Richtung befördern, oder als Antiport einen 
Stoff gegen einen anderen austauschen.  
Die aktiven Transporter besitzen mehrere transmembrane Helices und nucleotid-
bindende Regionen auf der cytosolischen Seite der Zellmembran, mit denen sie  ATP 
binden können 1. Nach der Bindung kann das ATP zu ADP hydrolysiert werden und mit 
dem daraus entstehenden Energiegewinn ist es dem Transportprotein möglich, das Kon-
zentrationsgefälle für seine Substrate zu überwinden.  
 
 
1.1 Transportproteine und Multidrug-resistance 
 
Der Begriff der Multidrug-resistance stammt aus der Krebsforschung, wo auffiel, dass 
einige Tumoren eine primäre Resistenz gegenüber Chemotherapeutika aufwiesen. An-
dere Tumoren verlieren im Verlauf der Therapie ihre Sensibilität gegenüber den einge-
setzten Zytostatika. Dies wird als sekundäre Resistenz bezeichnet 2. Die Ursache dieser 
Resistenzentwicklung ist in einer Überexpression von Transportproteinen begründet. Die 
Transportproteine vermindern die intrazelluläre Konzentration der Chemotherapeutika so 
stark, dass der Zelltod nicht mehr eintreten kann 3. Dies geschieht nicht primär dadurch, 
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dass das Eindringen der wirksamen Substanzen verhindert wird, sondern vielmehr durch 
einen aktiven Efflux der eingedrungenen Medikamente wieder aus der Zelle hinaus 4. 
Dieser aktive Transport der zytotoxischen Moleküle wird durch ATP-Hydrolyse gewähr-
leistet.  
Die Transportproteine, die für die Multidrug-resistance verantwortlich sind, gehören zur 
Familie der ABC-Transporter (ATP-binding-cassette-transporter) 5. 
 
 
1.2 Die Familie der ATP-binding-cassette-transporters (ABC-Transporter) 
 
Die ABC-Transporter sind in vielen Organismen, vom Bakterium bis zum Menschen, 
vorhanden. Ihre Familie umfasst die sieben Untergruppen A-G. Die Zuordnung erfolgt 
aufgrund der genomischen Organisation, der Anordnung der Domänen und der Se-
quenzhomologie 6. Die ABC-Transporter haben drei typische Peptidsequenzen: das 
Walker A- und B-Motiv und die für sie charakteristische ABC-Sequenz. Diese Sequenz 
führt zu 30-50% Sequenzhomologie und umfasst 200-250 Aminosäuren 4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Verwandtschaftsbaum der ABCB- und ABCC-Gruppe der ABC-Transporter 7, die 
zahlreiche Multidrug-resistance-Transporter enthalten. SUR, sulfonylurea receptor; CFTR, cystic 
fibrosis transmembrane regulator   
 
Es finden sich Transportproteine bei anderen Säugetieren, insbesondere bei Nagern, die 
denen beim Menschen entsprechen 4. So können die Transporter auch anhand von 
Tiermodellen untersucht werden.  
Die physiologischen Funktionen der ABC-Transporter umfassen den Transport von en-
dogenen Substanzen, wie Lipiden, Gallensalzen, Peptiden für die Antigenpräsentation, 
 9 
 
 
und Xenobiotika, die exogene, potentiell toxische Substanzen darstellen 8. Die für die 
Multidrug-resistance entscheidenden Transporter gehören den Untergruppen ABCB 
(MDR-Transporter), ABCC (MRP-Transporter) und ABCG (White-Transporter) an. Es 
handelt sich bei der Einteilung in die ABC-Untergruppen um die neue Nomenklatur der 
Transmembranproteine, während die Begriffe MDR-Transporter und MRP-Transporter 
die alten Bezeichnungen darstellen. Bisher wird die neue Nomenklatur hauptsächlich für 
die entsprechenden Gene verwendet, während bei der Proteinbezeichnung noch die alte 
Nomenklatur geläufig ist. 
 
alt Neu 
MDR1 ABCB1 
MDR3 ABCB4 
MRP2 ABCC2 
MRP3 ABCC3 
BCRP ABCG2 
Tabelle 1: Gegenüberstellung der alten und neuen Nomenklatur für ausgewählte Transporter 
 
Bei den ABC-Transportern handelt es sich um integrale Membranproteine, deren Struk-
tur typischerweise aus 2 transmembranen Domänen mit jeweils 6 transmembranen Heli-
ces und 2 ATP-bindende Regionen besteht 4. Dieser Aufbau wird als full-transporter be-
zeichnet. Es kommen aber auch half-transporter mit nur einer transmembranen Domäne 
vor, die sich zu Homo- oder Heterodimeren zusammenschließen müssen, um ihre Funk-
tion wahrnehmen zu können.  
Die Transportaktivität der ABC-Transporter hat einen Einfluss auf pharmakologische  
Effekte. Sie modulieren die Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung vieler pharmakolo-
gischer Substanzen. Dies wird durch eine weite Substratspezifität ermöglicht. Obwohl 
sich die Substratspezifität der einzelnen Transporter an vielen Stellen überlappt, existie-
ren für jeden Transporter auch exklusive Substrate. 
Unter physiologischen Bedingungen sind die Transporter in vielen Organen des Körpers 
zu finden, besonders in Geweben, die eine Absorptions- oder Sekretionsfunktion wahr-
nehmen 4. Ihre Aufgabe liegt in der Exkretion von endogenen Substraten und im Schutz 
vor toxischen Substanzen, die aus der Umwelt aufgenommen werden. Dazu zählen To-
xine, Medikamente und auch Karzinogene.  
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Die Transporter sind also in pharmakologisch wichtigen Barrieren vorhanden. Deshalb 
müssen sie in Zukunft für die zielgerichtete Wirkung von Medikamenten in Betracht ge-
zogen werden 5. 
 
 
1.3 MRP2 (ABCC2) 
 
Das Multidrug-resistance-associated protein 2 wurde zunächst als hepatozellulärer cana-
liculärer Transporter für endogene organische Anionen, besonders glucuronidiertes Bili-
rubin, entdeckt 9.  
Die cDNA des Rattenhomologs Mrp2 wurde 1996 zum ersten Mal aus der Leber iso-
liert 10. Das damals als cMOAT, canalicular multispecific organic anion transporter,  be-
zeichnete Protein wurde im Vergleich der wild-type Wistar-Ratte zur TR--Ratte entdeckt. 
Diese Ratte zeichnet sich durch eine kongenitale chronische conjugierte Hyperbilirubin-
ämie aus, deren Ursache im Fehlen des Mrp2 in der canaliculären Hepatozytenmembran 
liegt.  
Mrp2 ist im Hepatozyten unter anderem für die Exkretion vieler organischer Anionen zu-
ständig. Eine einzelne Nucleotid-Deletion führt in der TR--Ratte zu einer trunkierten 
mRNA und aufgrund der fehlenden Translation dieser mRNA zur Abwesenheit des Pro-
teins 10. Beim Menschen entspricht diese Erkrankung dem Dubin-Johnson-Syndrom, auf 
welches unten nochmals gesondert eingegangen wird. 1997 wurde Mrp2 auch aus 
Sprague-Dawley Rattenleber geklont. Dies gelang mit Hilfe der cDNA der Eisai hyperbili-
rubinemic rat (EHBR), bei der ebenfalls kein Mrp2-Protein exprimiert wird 11. 
MRP2 ist ein 190kDa-Phosphoglycoprotein. Die humane Aminosäurensequenz weist 
beim Menschen 49% Homologie mit humanem MRP1 und 78% mit dem Ratten-Mrp2 
auf 3.  
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 MRP1 
1531 Aminosäuren 
Chromosom 16 
MRP2 
1545 Aminosäuren 
Chromosom 10 
MRP3 
1527 Aminosäuren 
Chromosom 17 
MRP4 
1325 Aminosäuren 
Chromosom 13 
MRP1 100    
MRP2 49 100   
MRP3 58 48 100  
MRP4 39 37 36 100 
MRP5 34 35 33 36 
MRP6 45 38 43 34 
Tabelle 2: Homologien von MRP2 mit anderen Transportern 12 
Prozentuale Angabe der Aminosäurenidentität zwischen den humanen MRP-Proteinen 
 
Vom molekularen Aufbau her besitzt Mrp2 17 transmembrane Helices, die drei Trans-
membrandomänen bilden. Zudem sind zwei nucleotidbindende Regionen vorhanden, die 
für die ATP-Bindung zuständig, und demzufolge auf der cytoplasmatischen Seite zu fin-
den sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Molekularer Aufbau von MRP2 7 
 
In polaren Zellen wird MRP2 in die apikale Membran eingefügt 3. Es ist hauptsächlich in 
Hepatozyten, wo es auch zuerst entdeckt wurde, in Tubuluszellen der Niere und in  
Enterozyten lokalisiert. Aber auch in der Gallenblase, der Plazenta und dem Gehirn wur-
de MRP2 schon nachgewiesen 4. 
Im Darm nimmt die Konzentration des MRP2 vom Duodenum zum Colon hin ab 13.    
Außerdem ist die Proteinkonzentration in den Mikrovilli am höchsten und nimmt Richtung 
Krypten ab, wo das Protein kaum nachzuweisen ist 14. 
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Abbildung 3: Lokalisation des MRP2, anderer Transporter, sowie gekoppelter Enzyme (CYP = 
Cytochrom , GST = Glutathion-S-Transferase) im Darm 4 
Die Expression variiert häufig von proximalen zu distalen Dünndarmabschnitten und entlang der 
Krypten-Villus-Achse. 
 
MRP2 ist in der Lage, außer den organischen Anionen wie DNP-GS (S-(2,4 dinitrophe-
nyl)glutathion)3 auch eine Vielzahl von glucoronidierten (z.B. Bilirubinglucuronid), gluta-
thion- (z.B. Leukotrien C4) oder sulfat-konjugierten Stoffen (z.B. sulfatierte Gallensalze) 
zu transportieren 15.  
Ungeladene Stoffe kann MRP2 in Komplexen oder im Kotransport mit GSH befördern 16. 
Dies stellt einen wichtigen Schutzmechanismus gegen reaktive toxische Metabolite 
dar 17.  
Zu den Transportsubstraten von MRP2 zählen auch Medikamente, z.B. Methotrexat 18, 
Pravastatin, Temocaprilat 19, Sulfinpyrazon 20, Vincaalkaloide (z.B. Vinblastin 3), Anthra-
cycline, und das mit der Nahrung aufgenommene Karzinogen PhiP (2-amino-1-methyl-6-
phenylimidazo(4,5b)pyridin), das beim Braten oder Grillen von Fleisch entsteht 21. Im 
Darm ist Mrp2 an der Sekretion von Grepafloxacin beteiligt 22. 
MRP2 ist durch einige Substanzen induzierbar, die nicht zwangsläufig Transportsubstra-
te darstellen müssen. Hierzu gehören das chemische Karzinogen 2-AAF (2-Acetyl-
aminofluoren), Cisplatin, Rifampicin und Phenobarbital. Für Vinblastin und Dexametha-
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son wurde nur für Ratten-Mrp2, nicht für humanes MRP2, eine Induzierbarkeit nachge-
wiesen 23. 
In der Leber ist über die Rolle von MRP2 bei der Gallenbildung und die Veränderung 
seiner Expression bei verschiedenen angeborenen (Dubin-Johnson-Syndrom) und er-
worbenen Zuständen (Cholestase, Schwangerschaft) schon vieles bekannt. MRP2 trägt 
hier zum Schutz des Körpers bei, indem es Stoffe aktiv in die Gallenflüssigkeit sezer-
niert 4.  
Auch im Darm trägt MRP2 zur Sekretion von organischen Anionen und Glutathion-
Konjugaten bei 24. Hier induziert die orale Gabe von Rifampicin auch beim Menschen die 
MRP2-Expression 25. 
 
 
1.4 MDR1/ P-glycoprotein (ABCB1) 
 
Mit MDR1 wurde das erste Protein entdeckt, das im Zusammenhang mit der Multidrug-
resistance steht. Es ist bisher auch am weitesten erforscht. P-gp, ein 170 kDa-
Phosphoglycoprotein, besitzt mindestens vier Bindungsstellen für Substrate. Es kann 
über Regulatorstellen in seiner Funktion moduliert werden. P-gp hat eine sehr weite 
Substratspezifität mit einer Tendenz zu lipophilen, kationischen Komponenten 4. Hierzu 
gehören Zytostatika, Antibiotika, Kalzium-Kanal-Antagonisten und Immunsuppressiva. In 
soliden Karzinomen ist P-gp oft überexprimiert, was den Zellen eine Resistenz gegen 
Chemotherapeutika verleiht, indem es die zytostatischen Medikamente aktiv aus der  
Zelle schleust 26.  
Vom molekularen Aufbau her besitzt P-gp 12 transmembrane Helices und zwei nucleo-
tidbindende Regionen, die an der cytosolischen Seite für die ATP-Bindung zuständig 
sind.  
MDR1 ist wie MRP2 an der apikalen Seite von polaren Zellen lokalisiert. Es hat eine wei-
te Verbreitung im Körper. Mit hoher Expression wurde es in Niere und Nebenniere ge-
funden. Mittlere Expressionen weisen Leber, Dünndarm, Kolon und Lunge auf. Zudem 
wurde es auch in Prostata, Haut, Skelettmuskel, Milz, Herz, Magen, Ovar, Gehirn,      
Plexus choroideus und Plazenta nachgewiesen. Es soll für das Gehirn im Rahmen der 
Blut-Hirn-Schranke, wie auch für den Feten in der Plazenta eine protektive Funktion   
übernehmen, indem es toxische Stoffe wieder aus den Zellen hinausbefördert und diese 
so vor ihnen schützt 27. 
Im Darm ist MDR1 wie MRP2 hauptsächlich in den Mikrovilli lokalisiert, während es in 
den Krypten nicht nachgewiesen werden kann. Allerdings nimmt seine Konzentration im 
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Gegensatz zu MRP2 im Colon von proximal nach distal hin zu 18. Im Darm beeinflusst 
MDR1 die orale Bioverfügbarkeit von Medikamenten 26.  
MDR1 kann eine Vielzahl von Stoffen transportieren, besonders lipophile, kationische 
Komponenten. Zu seinen Transportsubstraten gehören Zytostatika, wie Vincaalkaloide 
oder Anthrazykline, Antibiotika, wie Fluorchinolone, Virostatika, wie Proteaseinhibitoren, 
Ca2+-Antagonisten, z.B. Verapamil, und Immunsuppressiva, z.B. Cyclosporin A oder 
Tracrolimus 4. 
In der Leber trägt MDR1 zur Bildung der Gallenflüssigkeit bei, indem es unerwünschte 
Substanzen in die Gallencanaliculi sezerniert 18. 
Über Mdr1-knockout Mäuse kann die Funktion von P-gp in vivo erforscht werden. Wäh-
rend sich beim Menschen nur ein Gen für MDR1 findet 18, existieren bei Mäusen im Ge-
gensatz dazu zwei Gene für Mdr1. Das MDR1-Gen des Menschen ist also homolog zu 
den beiden Genen Mdr1a und Mdr1b bei den Nagern. Bei den Mdr1-knockout Mäusen 
fehlen dementsprechend die beiden Mdr1-Gene Mdr1a und Mdr1b. Diese Mäuse unter-
scheiden sich hinsichtlich Lebensfähigkeit, Fruchtbarkeit und Lebensdauer nicht vom 
Wildtyp. Sie weisen auch keine auffälligen physiologischen Unterschiede auf. Allerdings 
wurde eine erhöhte Sensibilität gegenüber toxischen Substanzen und Medikamenten 
nachgewiesen 28, die so als Substrate von Mdr1 identifiziert werden konnten 4,26.   
 
 
1.5 BCRP (ABCG2) 
 
Das breast-cancer-resistance-Protein wurde 1998 in Mamma-Karzinomzellen ent-
deckt 30, wo seine Überexprimierung Ursache der Medikamentenresistenz der Krebszel-
len war. Da die Zellen resistent gegen Mitoxanthron waren, welches als Substrat von 
BCRP erkannt wurde, bezeichnete man es anfangs auch als Mitoxanthron-resistance-
protein (MXR) 29. Es wurde auch bei Medikamentenresistenz von Ovarial-, Mamma-, Co-
lon-, Magen-Ca und Fibrosarkomen nachgewiesen 30.  
BCRP ist ein half transporter mit sechs transmembranen Helices und nur einer ATP-
Bindungsstelle 27. Es wird deshalb in die Gruppe der ABCG-Transporter eingeordnet. Für 
seine Aktivierung ist der Zusammenschluss von zwei half transportern zu Homodimeren 
nötig 31.  
Wie die vorher beschriebenen Transporter befindet sich BCRP an der apikalen Membran 
polarer Zellen.  Es ist im menschlichen Körper in den Syncytiotrophoblasten der Plazenta 
hoch exprimiert und in geringeren Konzentration in Brust, Ovar, Dünndarm, Kolon und 
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Leber vorhanden. Da es auch in Venen und Kapillarendothelien, nicht aber in Arterien, 
gefunden wird, kann es letztlich in allen Geweben des Körpers nachgewiesen werden 27.  
Im Darm entspricht seine Verteilung der des Mrp2-Transporters. Im Jejunum konnte eine 
hohe BCRP-Transkription gezeigt werden, ähnlich der von MRP2 und höher als die von 
MDR1 32. Dies korreliert allerdings nur eingeschränkt mit der Proteinexpression. 
Seine Verteilung im Körper an Grenzflächen zeigt an, dass zu seiner Aufgabe im Zu-
sammenspiel mit den anderen Transportern der Schutz des Körpers vor Xenobiotika ge-
hört, sowie der Schutz des Fetus vor Toxinen 18. Diese physiologische Rolle von BCRP 
konnte durch die Bcrp-knock-out Maus nachgewiesen werden 33,34. Diese Mäuse sind 
lebensfähig, allerdings hypersensibel gegenüber Bcrp-Substraten. So wurden an der 
Haut dieser knock-out Mäuse Schäden durch Licht induziert, deren Ursache in der feh-
lenden Ausscheidung von Pheophorbid, einem Chlorophyll-Abbauprodukt, lag 34.   
Zu den Transportsubstraten von Bcrp gehören Zytostatika wie Topotecan 35, Irinotecan 36 
und sein Metabolit SN38 37, Mitoxantron 29 und Metothrexat 31. Auch karzinogene Sub-
stanzen, wie PhIP oder Pheophorbid und Medikamente, wie Cimetidin 38, werden von 
ihm transportiert. Durch häufig vorkommende single-nucleotid Polymorphismen (SNP’s) 
kann die Substratspezifität des Transporters erweitert werden 31. So führen die Verände-
rungen R482T oder R482G zu einem Efflux von Doxorubicin und Rhodamin 37. Zu Inhibi-
toren von Bcrp zählen Glucokortikoide, 17β-Östradiol, Corticosteron und Digoxin, die 
ihrerseits keine Substrate für Bcrp darstellen 38. 
Neuere Untersuchungen ergeben Anhaltspunkte, dass Bcrp auch eine Rolle beim Schutz 
und bei der Regulation von Stammzellen besitzt 34,39,40 und auch Zellen einen Über-
lebensvorteil unter hypoxischen Konditionen verschafft 41. Bcrp konzentriert Medikamen-
te und Xenobiotika, die zu seinen Transportsubstraten zählen, in der Milch laktierender 
Säuger, wie Nagern oder auch beim Menschen. Bei Nagern wurden bei Neugeborenen 
über die Milchzufuhr intestinale Tumoren induziert 42. 
 
 
1.6 MRP3 (ABCC3) 
 
MRP3 wurde 1997 als ein Homolog der bisher bekannten MRP1 und MRP2 gefunden 43. 
Es besitzt einen ähnlichen molekularen Aufbau wie MRP2 mit 17 transmembranen Heli-
ces und zwei nucleotidbindenden Regionen für die ATP-Hydrolyse.  
Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Transportern ist MRP3 an der basolateralen 
Seite von polaren Zellen lokalisiert. Hauptsächlich ist es in Leber, Dünndarm und Colon 
exprimiert und in niedrigeren Konzentrationen auch in Lunge, Milz und Niere zu finden 44. 
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Im Bereich des Darms nimmt seine Konzentration wie bei MDR1 vom Duodenum zum 
Colon hin zu. Analog zu den anderen Transportern steigt die MRP3-Konzentration von 
den Krypten zum Villus hin an 13.  
Zu seinen Transportsubstraten zählen hauptsächlich Gallensalze, wie Taurocholat,  
Glycocholat oder Taurolithocholat-3-sulfat, und einige Zytostatika, z.B. Etoposid, Vin-
cristin und Methotrexat 4. 
Aufgrund seiner Lokalisation im Darm mit hoher Konzentration auch im Ileum scheint 
MRP3 eine Rolle bei der Reabsorption von Gallensalzen zu besitzen 4. 
In der Leber besitzt MRP3 eine kompensatorische Funktion für MRP2. Wenn die MRP2-
Konzentration aufgrund von Cholestase abfällt, nimmt die Konzentration von MRP3 an 
der basolateralen Membran zu und schützt so die Hepatozyten vor einer Akkumulation 
toxischer Metabolite, insbesondere Glucuronide 4. 
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2. Die Gallenbildung 
 
Die Leber ist ein wichtiges Ausscheidungsorgan des Körpers. Sie spielt eine große Rolle 
in der Entgiftung von endogenen und exogenen Stoffen. Die Ausscheidung von Sub-
stanzen durch die Leber erfolgt über die Gallenflüssigkeit 9. Die Gallenbildung ist vor  
allem ein osmotischer Prozess, der durch die aktive Sekretion gegen Konzentrations-
gradienten von Gallensalzen und anderen Gallenbestandteilen in die Gallencanaliculi 
angetrieben wird. Die Hepatozyten sezernieren die osmotisch wirksamen Bestandteile 
ATP-abhängig über die apikale Membran in die Gallenkanaliculi, während das Wasser, 
durch osmotische Kräfte angetrieben, passiv parazellulär durch die tight junctions der 
Hepatozyten nachfließt 5.  
Die sezernierten Gallensalze sind wichtig für den Gallenfluss, da sie mit hydrophoben 
Stoffen Mizellen bilden können und diese so zur Ausscheidung bringen. Über die Gallen-
wege werden die Stoffe weiter in den Darm geleitet. Die Gallensalze sind zudem wichtig 
für die Lipidresorption im Darm, da sie die Lipide mizellieren, die so vom Körper aufge-
nommen werden können. Hiervon profitieren auch die fettlöslichen Vitamine A, D, E und 
K, die so dem Organismus zugeführt werden können 45.  
Da alle aufgenommen Stoffe als erstes über die Pfortader die Leber erreichen, ist die 
Leber auch für den first-pass-Effekt von Medikamenten verantwortlich. Der first-pass-
Effekt ist ein Begriff der Pharmakokinetik und bezeichnet den Wirkungsverlust bei der 
Erstpassage durch Darmwand und Leber 46. Die Medikamente werden in den Hepato-
zyten zum großen Teil schon bei der ersten Passage verstoffwechselt und ausgeschie-
den. So gelangt nur ein Bruchteil der aufgenommenen Menge in den systemischen 
Kreislauf. In den Hepatozyten befinden sich viele Metabolisierungsenzyme, die diese 
Stoffwechsel-aufgaben wahrnehmen. 
 
 
2.1  Übersicht über die Metabolisierungsenzyme im Hepatozyten   
 
Die Biotransformation von Substanzen in den Hepatozyten kann in zwei Phasen unter-
teilt werden. In Phase I werden oxidative Reaktionen (Oxidation, Reduktion, Hydrolyse) 
durchgeführt. So entsteht ein polarer Metabolit, der weitere Transformationsschritte 
meist erst ermöglicht. In Phase II werden dann die Stoffe, um ihre Ausscheidung über 
Niere oder Gallenflüssigkeit zu erleichtern, an weitere hydrophile Molekülverbindungen 
(Glukuronsäure, Schwefelsäure, Essigsäure, Aminosäuren oder Glutathion) gekoppelt 46. 
Dies wird als Konjugationsreaktion bezeichnet. Nach der Modifikation von Substanzen 
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durch die Metabolisierungsenzyme, die diese genannten Reaktionen katalysieren, ist die 
finale Ausscheidung der Substanzen über die Gallenflüssigkeit oder die Nieren möglich. 
Für die Phase I sind besonders die Cytochrom P450-Oxidasen (CYPs)47, die zu den  
Monooxygenasen zählen, zuständig. Außerdem sind für die Oxidation noch Peroxidasen, 
Monoaminooxidasen, Alkoholdehydrogenasen und Aldehyddehydrogenasen verantwort-
lich.  
Bei den Konjugationsreaktionen sind die UDP-Glucuronosyltransferasen (UGTs)48, die 
die Konjugation mit Glukuronsäure katalysieren, am verbreitetsten. Diese Reaktion wird 
meist nach einer Oxidation durchgeführt und führt zu einer Erhöhung der Hydrophilie und 
des Molekulargewichts und bei Pharmaka oft zu deren Inaktivierung. Die Glutathion-S-
Transferasen (GST)49, die die Konjugation mit Glutathion katalysieren, sind bedeutsam 
für die Umwandlung vieler reaktiver Metabolite, die aus Xenobiotika entstanden sind 46. 
Weitere an der Phase II beteiligten Metabolisierungsenzyme sind die N-Acetyl-
transferasen (NATs, für die Konjugation mit aktivierter Essigsäure), die Methyltrans-
ferasen (MTs) und die Sulfotransferasen (SULTs)50, die für die Konjugation mit Schwe-
felsäure verantwortlich sind.  
Die Enzyme unterscheiden nicht zwischen nützlichen und schädlichen Reaktionen. So 
kann es statt zu einer Entgiftung auch dazu kommen, dass eine Substanz erst durch  
Metabolisierungsschritte zum Schadstoff aktiviert wird (Giftung)46. 
 
 
2.2  Übersicht über die an der Gallenbildung beteiligten Transporter 
 
Die Gallenbildung beruht auf dem Zusammenspiel von Membrantransportern in den  
Hepatozyten und den Gallengangsepithelien 5. In den Hepatozyten werden im Hinblick 
auf die Gallenbildung die basolateralen Transporter, die für die Aufnahme der Stoffe aus 
dem sinusoidalen Blut zuständig sind, von den apikalen Transportern unterschieden, 
welche die Stoffe aktiv in die Gallencanaliculi sezernieren. Eine Ausnahme bilden Mrp3 
und Mrp4, die trotz ihrer basolateralen Lokalisation Stoffe aus dem Hepatozyten schleu-
sen 44.  
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Abbildung 4: Die Transportsysteme im Hepatozyten 5 
 
Die basolaterale Membran enthält eine Na+/K+-ATPase, die den physiologischen Ionen-
gradienten aufrechterhält und zusammen mit einem K+-Kanal für das Membranpotential 
von –35 mV zuständig ist. Dies sind die treibenden Kräfte für einen Na+/bicarbonat Sym-
porter und einen Na+/Protonen Austauscher. Der Transport von Gallensalzen in die  
Hepatozyten wird von einem Na+-taurocholat Cotransporter (NTCP) gewährleistet. An-
dere Stoffe werden über verschiedene Organic-Anion-Transporting Polypeptides 
(OATPs) aufgenommen.  
Unter physiologischen Bedingungen ist der Transport von Substanzen über die canalicu-
läre Membran der limitierende Schritt in der Gallenbildung 5. Zu diesem Transport tragen 
eine Reihe von ATP-abhängigen Transportern bei. Dazu gehören die bereits oben er-
wähnten Transportproteine MDR1, MRP2 und BCRP. Zudem ist MDR3 für die Trans-
lokation von Phosphatidylcholin von der inneren zur äußeren Seite der apikalen Mem-
bran zuständig (Flippase). Der Cholesterintransfer in die Gallenflüssigkeit wird von einem 
Heterodimer aus ABCG5 und ABCG8 an der canalikulären Membran gewährleistet 51. 
Viele Gallensalze werden von BSEP (früher SPGP (Sister of P-gp)) transportiert. Außer-
dem tragen noch ein Chloridkanal und ein Chlorid/Bicarbonat Austauscher (AE2), die 
beide an der apikalen Membran lokalisiert sind, zur Gallenbildung bei 5.  
Im weiteren Verlauf sind auch die Gallengangsepithelien an der Zusammensetzung der 
Gallenflüssigkeit beteiligt. 
 20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Die Transportsysteme im Cholangiozyten 5 
 
An der apikalen Membran des Cholangiozyten befindet sich ein Chlorid-Kanal (CFTR) 
und ebenfalls der Chlorid/Bicarbonat Austauscher (AE2). Darüber hinaus können die 
Cholangiozyten eine Vielzahl von Gallenbestandteilen, wie Gallensalze, Aminosäuren 
oder Glukose absorbieren und so die Zusammensetzung der Gallenflüssigkeit kontrollie-
ren 5. Die Gallenbildung ist demnach ein komplexer Prozess, auf den an vielen Stellen 
Einfluss genommen wird. 
 
 
2.3 Gallensäuren-abhängiger und -unabhängiger Gallenfluss  
 
Der Gallenfluss wird etwa zur Hälfte durch die Sekretion von Gallensäuren, insbeson-
dere Taurocholat 52, hervorgerufen. Diese werden, wie oben schon erwähnt, von BSEP 
(bile salt export pump, nach der neuen Nomenklatur ABCB11) transportiert. Allerdings 
sind nicht nur die Gallensalze als osmotisch wirksame Bestandteile für den Gallefluss 
verantwortlich, sondern es tragen auch andere in die Gallencanaliculi sezernierte Sub-
stanzen über osmotische Wirkungen dazu bei. Dies wird als Gallensäuren-unabhängiger 
Gallenfluss bezeichnet. 
Für den Gallensäuren-unabhängigen Gallenfluss ist die Sekretion von endogenen Sub-
stanzen und Xenobiotika durch die übrigen Transporter (MDR1, MRP2, BCRP u.a.) ver-
antwortlich. Hierbei ist insbesondere die Sekretion von Bikarbonaten und Glutathion ent-
scheidend 53.  
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Geht man vom gesamten Gallenfluss, der im Darm ankommt, aus, so gehen 40% des 
Flusses auf die Sekretion der Gallengangsepithelien zurück 54. Es ist also keineswegs 
so, dass die Hepatozyten allein für den Gallenfluss verantwortlich sind. 
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3. Cholestase 
 
Die Cholestase ist ein Symptom, dessen Ursache in einer Einschränkung oder Unterbre-
chung des Gallenflusses liegt. So kommt es zu einem Rückstau von gallenpflichtigen 
Substanzen ins Blut. Man unterscheidet die intrahepatische von der extrahepatischen 
Cholestase 55.  
Bei der intrahepatischen Cholestase ist die Ausscheidung der Galle aus den Hepato-
zyten gestört. Die Veränderung liegt also in der Zelle selbst begründet. Ein Beispiel für 
eine intrahepatische Cholestase ist die durch Sepsis induzierte oder die durch Östrogene 
hervorgerufene Cholestase 55.  
Die extrahepatische Cholestase wird auch als obstruktive Cholestase bezeichnet. Sie 
wird durch mechanische Hindernisse, wie Karzinome oder Steine, die den Gallenweg 
verlegen, hervorgerufen 55.  
Die Cholestase bedingt den Anstieg von konjugiertem Bilirubin, alkalischer Phosphatase 
und γ-GT im Serum, wodurch sie auch laborchemisch diagnostiziert werden kann 55. 
 
 
3.1 Übersicht über die verschiedenen Cholestaseformen 
 
Es existieren verschiedene Rattenmodelle, die die unterschiedlichen Cholestaseformen 
beim Menschen repräsentieren. Die mit Endotoxin (LPS) behandelten Ratten stehen für 
den Mechanismus der durch Sepsis induzierten Cholestase 5. Die Ratten, denen Ethinyl-
Östradiol appliziert wurde, entsprechen der durch orale Kontrazeptiva hervorgerufenen 
Cholestase und der Schwangerschaftscholestase 5. Eine obstruktive Cholestase kann 
bei Ratten durch Gallengangsligatur (BDL) hervorgerufen werden 5. Durch diese Tier-
modelle lassen sich die unterschiedlichen Cholestaseformen experimentell untersuchen, 
wodurch mögliche Rückschlüsse auf die Vorgänge beim Menschen gezogen werden 
können. 
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3.2 Mechanismen der Cholestase 
 
Bei den experimentellen Formen der Cholestase und auch bei vielen klinischen Formen 
wurde eine Veränderung der hepatozellulären Transportproteine gefunden. Diese Ver-
änderung erklärt die Abnahme der Transportfunktionen mit nachfolgender Reduktion des 
Gallenflusses und die Entwicklung einer Cholestase. Eine verminderte Sekretion von 
Gallensalzen und vieler anionischer Substanzen ist der wichtigste pathophysiologische 
Defekt in allen Cholestaseformen 5.  
Bei der Untersuchung von gallengangsligierten Ratten wurde eine Verminderung der 
Ntcp-Expression in der Leber gefunden. Dies könnte einen protektiven Mechanismus 
darstellen, der verhindert, dass die Hepatozyten toxische Gallensalze akkumulieren 56. 
Die Mrp3- und die Mrp1-Expression steigen an, was möglicherweise einen alternativen 
Exkretionsweg für Substanzen aus den Hepatozyten darstellt 57, da sich diese beiden 
Transporter an der basolateralen Membran befinden und dort Stoffe wieder zurück in 
den Blutkreislauf sezernieren. An der apikalen Membran ist besonders das Absinken der 
Mrp2-Expression auffallend 58, das bei allen Cholestaseformen nachweisbar ist 57. Auch 
die Expression von Bsep ist vermindert, allerdings nicht im gleichen Ausmaß wie die an-
derer canaliculärer Transportsysteme 57.  
Die beschriebenen Veränderungen der Transportsysteme in der Leber bei Cholestase 
können verhindern, dass toxische Stoffe und Gallensalzen, die sonst in die Galle ausge-
schieden werden,  in den Hepatozyten akkumulieren 57,59. 
 
 
3.3 Regulationsmechanismen von MRP2 bei obstruktiver Cholestase 
 
MRP2 ist der Transporter, der bei allen Formen der Cholestase herunterreguliert wird 57. 
Für diese Regulation ist auf der transkriptionalen Ebene die Bindung nukleärer Rezepto-
ren verantwortlich. Der MRP2-Promotor enthält mehrere Bindungsstellen für nukleäre 
Rezeptoren.  
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Abbildung 6: Der Aufbau des Ratten-Mrp2-Promotors mit möglichen Bindungsstellen für nukleä-
re Rezeptoren 18.   
 
Zu diesen Rezeptoren gehören der retinoid acid receptor α (RARα), der mit dem retinoid 
X receptor α (RXRα) ein Heterodimer bildet 60. Wenn dieser an das DR5-Element des 
Promotors bindet, kommt es zu einer Transkriptionsaktivierung und im Endeffekt zu einer 
Erhöhung des Mrp2 in der Zellmembran. CAR (constitutive androstane receptor), FXR 
(farnesoid X receptor) und PXR (pregnane X receptor) bilden ebenfalls Heterodimere mit 
RXRα. Diese sind in der Lage, an das ER8-Element, das im mittleren Promotorbereich 
benachbart zum DR5-Element lokalisiert ist, zu binden und ebenfalls eine Transkriptions-
aktivierung hervorzurufen 61.   
Bei der obstruktiven Cholestase ist in der Leber die Bindung von RARα:RXRα an den 
Promotor vermindert, was eine Verminderung des Proteins bedingt 58. Dies ist der 
Hauptmechanismus der Mrp2-Herabregulation bei Ratten. 
Für die Bindung der nukleären Rezeptoren sind sowohl Induktoren als auch Inhibitoren 
bekannt. So kann die RARα:RXRα-Bindung an den Mrp2-Promotor über Retinoide indu-
ziert werden, während sie über IL-1β supprimiert wird 60.  
Bei der septischen cholestatischen Entzündungsreaktion werden aus den Kupfferzellen 
proinflammatorische systemische Mediatoren freigesetzt. Dazu zählen TNFα und  
IL-1β 62. IL-1β induziert hier über eine Verminderung der RARα:RXRα-Bindung eine  
Herabregulation von Mrp2 63. 
Auch nach Gallengangsligatur werden proinflammatorische Zytokine, wie TNFα, IL-1β 
und IL-6, freigesetzt. Eine Regulation des MRP2 bei obstruktiver Cholestase über diese 
Zytokine liegt demnach nahe 60. In der Leber ist IL-1β als Regulationszytokin für Mrp2 bei 
obstruktiver Cholestase identifiziert worden 64. 
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3.4 Das Dubin-Johnson-Syndrom 
 
Das Dubin-Johnson-Syndrom ist eine seltene autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, 
die mit einer chronischen Erhöhung des direkten Bilirubins im Serum einhergeht 65. Es 
besteht eine Exkretionsschwäche für direktes Bilirubin und andere organische Anionen 9. 
Die Ursache liegt im Fehlen von MRP2, das bei diesen Patienten weder in der canalicu-
lären Hepatozytenmembran noch in der apikalen Enterozytenmembran nachweisbar 
ist 18. Der Grund hierfür ist eine Mutation im MRP2-Gen. Diese Nonsense-Mutation führt 
zu Verkürzung und folgender Degradierung des Proteins 9.  
Diagnostisch sind diese Patienten durch eine erhöhte Ausscheidung von Kopropor-
phyrin-I oder eine zentroazinäre braunschwarze Pigmentierung in der Leberbiopsie zu 
erfassen 65,66.  
Patienten mit Dubin-Johnson-Syndrom stellen somit die humane Entsprechung zu den 
oben schon erwähnten Ratten mit Mrp2-Defizienz (TR- -Ratte, Eisai-Ratte) dar 10,11.  
Bei den Patienten sind außer der chronischen Hyperbilirubinämie keine Symptome 
nachweisbar. Das Dubin-Johnson-Syndrom wird als benigne Erkrankung angesehen und 
bedarf keiner speziellen Therapie 65. Allerdings ist die, durch das Fehlen von MRP2 be-
dingte, mögliche erhöhte Aufnahme von Karzinogenen und toxischen Substanzen zu 
berücksichtigen, die durch genotoxische Wirkungen zu einer erhöhten Krebssuszeptibili-
tät führen könnte. Bisher wurde zwar keine erhöhte Karzinominzidenz nachgewiesen, 
allerdings werden epidemiologische Studien durch die Seltenheit der Erkrankung er-
schwert. 
 
 
3.5 Auswirkungen der Cholestase auf andere Organe 
 
In der Niere bewirkt die Cholestase keine Veränderungen in der Expression von MRP2. 
Dies lässt sich durch die organ-spezifischen Veränderungen der nukleären Rezeptoren 
erklären. Im Gegensatz zur Leber ist in der Niere die Bindung von RARα:RXRα an das 
DR5-Element des MRP2-Promotors nicht vermindert 60. Die aufrechterhaltene Trans-
portaktivität in der Niere kann zu einer kompensatorischen renalen Exkretion von MRP2-
Substraten während Cholestase beitragen. Über die Auswirkungen der Cholestase auf 
andere Organe ist bislang nichts bekannt. Auch die Auswirkungen auf die Transporter im 
Darm wurde noch nicht untersucht, obwohl die Möglichkeit besteht, dass der fehlende 
Gallenfluss oder die systemisch wirkenden proinflammatorischen Zytokine, die bei Cho-
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lestase in der Leber freigesetzt werden, die Expression der Transporter im Darm beein-
flussen. 
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4. Die Barrierefunktion des Darms 
 
Der Darm ist die Aufnahmestelle für alle oral applizierten Stoffe. Dadurch ist er einer 
großen Auswahl an Toxinen, Karzinogenen und anderen schädlichen Stoffen ausge-
setzt. Seine Funktion als „gatekeeper“ nimmt er auf verschiedenen Ebenen wahr 18. Er 
besitzt ähnlich wie die Leber verschiedene Transportsysteme und Metabolisierungs-
enzyme, die im Zusammenspiel den Körper schützen. Die Effluxtransporter tragen zu 
einer Absorptionsbarriere bei, die auch Auswirkungen auf die Bioverfügbarkeit von Medi-
kamenten hat 22. Dies ist auch wichtig im Hinblick auf eine möglichst nebenwirkungsarme 
Dosierung, da die orale Medikamentengabe die häufigste Applikationsform darstellt 56.  
 
 
4.1 Die Schutzfunktion der Enterozyten 
 
In den Enterozyten sind wie in der Leber viele Transportproteine lokalisiert. Zu den wich-
tigen für seine Eliminationsfunktion zählen MDR1, MRP2 und BCRP 18. Diese apikal  
lokalisierten Effluxproteine vermindern die Absorption von Substanzen ins Blut durch 
deren Transport von intrazellulär ins Darmlumen 4. 
Dieser direkte Efflux durch die Transporter ohne vorhergehende Metabolisierungsschritte 
kann auch als „Phase 0“ angesehen werden. Auch die Metabolisierungsprodukte nach 
Phase I oder II sind zum Teil ihrerseits wieder Substrate für die Transporter. Dies kann 
dementsprechend als „Phase III“ bezeichnet werden 18. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Die Funktionsweise der Effluxproteine im Darm 4 
Links: Die Transportproteine schleusen aufgenommene Stoffe direkt wieder aus der Zelle.  
Mitte: Aus dem Blut können Stoffe zurück ins Darmlumen sezerniert werden.  
Rechts: Auch metabolisierte Stoffe können wieder ins Darmlumen befördert werden. 
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4.2 Die Metabolisierung im Darm 
 
Der Darm stellt die erste Metabolisierungsstelle des Körpers dar. Die in die Enterozyten 
aufgenommenen Substanzen stehen wie in den Hepatozyten einer Reihe von Metaboli-
sierungsenzymen der Phase I und II gegenüber. Die Enzyme der Phase I katalysieren 
den ersten Schritt der Biotransformation. Die wichtigsten Phase-I-Enzyme sind die Cy-
tochrom P450 Isoenzyme (CYPs), die zu einer Oxidation ihrer Substrate führen. Die wei-
tergehenden Transformationsschritte werden durch die Phase-II-Enzyme gewährleistet. 
Zu den Phase-II-Enzymen zählen die UDP-glucuronosyltransferasen (UGTs), die  
Glutathion-S-transferasen, die die Konjugation mit GSH katalysieren, sowie Sulfotrans-
ferasen und Acetyltransferasen. 
Die Verteilung der Metabolisierungsenzyme im Darm entspricht der Verteilung der 
Transporter. So ist die Expression von CYP3A4 wie MRP2 in den proximalen Darmbe-
reichen am höchsten und nimmt nach distal hin ab. Auch die humanen GSTα-Isoformen 
sind in hoher Konzentration im Duodenum und proximalen Jejunum exprimiert, wobei die 
Expression wie bei MRP2 auch vom Dünndarm zum Kolon hin abfällt. Diese Erkennt-
nisse geben einen Hinweis auf das Zusammenspiel von Transportproteinen und Metabo-
lisierungsenzymen beim Schutz vor toxischen Substanzen 4. 
 
 
4.3 Zusammenspiel von Darm und Leber 
 
Die Stoffe, die letztlich ins Blut aufgenommen werden, werden über die Pfortader direkt 
an die Leber weitergeleitet. Hier stehen sie wiederum einem System aus Metabolisie-
rungsenzymen und Transportern gegenüber. Diese Weiterleitung zur Leber kann nur von 
Stoffen, die über die Lymphe transportiert werden, umgangen werden 4. Die übrigen 
Substanzen werden über das sinusoidale System den Hepatozyten zugeleitet, in denen 
sie metabolisiert und in die Galle sezerniert werden können. Über die Gallenflüssigkeit 
werden sie dann in den Darm abgegeben, was den enterohepatischen Kreislauf komplet-
tiert 4.  
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Abbildung 8: Der enterohepatische Kreislauf 4 
 
Nach der Abgabe der Gallenflüssigkeit in den Darm können Substanzen erneut resor-
biert werden und so wieder in den Blutkreislauf gelangen. Ein Beispiel hierfür sind die 
Gallensäuren. 
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5.  PhIP als verwendete Modellsubstanz 
 
2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP) gehört zu den heterozyklischen 
Aminen. 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Chemische Struktur von PhIP 
 
Es entsteht bei der Zubereitung von Fleisch, beim Kochen, Frittieren oder Grillen 68. Da-
bei ist es das mengenmäßig bedeutendste Amin, das entsteht 69. PhIP wurde 1986 ent-
deckt 68. Sein mutagenes Potential wurde bei Ratten durch die Induktion von Kolon- und 
Mamma-Karzinomen nachgewiesen 70. Auch beim Menschen besteht der Verdacht der 
Kanzerogenität, der bei der Entstehung des Kolon-Karzinoms diskutiert wird 71.  
PhIP wird oral aufgenommen. Der Metabolismus beginnt im Darm, wo es durch Mrp2 
und Bcrp nach Aufnahme in die Enterozyten wieder ins Darmlumen sezerniert werden 
kann (Phase 0)18. Auch die Hauptmetabolisierungsprodukte von PhIP sind Substrate von 
Mrp2. Die Metabolisierung findet zuerst in den Enterozyten und dann in den Hepatozyten 
statt, wobei die Metabolisierungsschritte organunabhängig sind. Durch die Oxidation mit-
tels CYP1A2/ A1 kann PhIP in das schon mutagene N-OH-PhIP umgewandelt werden 
(Phase I)72. Danach wird es mittels N-Acetyltransferasen oder Sulfotransferasen in die 
stark genotoxischen Substanzen N-acetoxy-PhIP bzw. N-sulfoxy-PhIP überführt (Pha-
se II)73. Die Genotoxizität dieser Stoffe wird durch eine DNA-Adduktbildung hervorgeru-
fen 74. Die Entgiftung von PhIP erfolgt in Phase I durch eine Bildung von 4’OH-PhIP, wel-
ches nicht toxisch wirkt und anschließend in Phase II sulfatiert oder glucuronidiert wer-
den kann 75. Das in Phase I entstandene N-OH-PhIP kann über eine Glucuronidierung 
an N2 oder N3 mittels UGT1-Isoformen entgiftet werden 76. Auch eine direkte Glucuroni-
dierung von PhIP ist möglich 77. Anschließend können PhIP und seine Metabolisierung-
produkte mit Hilfe von Mrp2 und Bcrp über die Gallenwege oder direkt von den Entero-
zyten in den Darm ausgeschieden werden (Phase III)18. Mrp2 trägt also entscheidend 
zum Schutz des Körpers vor dem genotoxischen Potential von PhIP bei, da es die orale 
Bioverfügbarkeit reduziert und die biliäre Elimination fördert. 
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II. Zielsetzung der Arbeit 
 
In der Leber ist über die Rolle von MRP2 bei der Elimination von schädigenden Stoffen 
im Rahmen der Gallenbildung schon vieles bekannt. Auch die Veränderung der MRP2-
Expression bei verschiedenen angeborenen (Dubin-Johnson-Syndrom) und erworbenen 
Zuständen (Cholestase, Schwangerschaft) ist gut untersucht. Die Rolle, die MRP2 im 
Darm spielt, ist weit weniger erforscht, insbesondere, was eine Veränderung der Expres-
sion bei unterschiedlichen Gesundheitszuständen betrifft.  Da der Darm als erste Kon-
taktstelle von allen oral aufgenommen Substanzen eine wichtige Rolle in der Absorption 
von toxischen Stoffen und Karzinogenen, als auch bei der Bioverfügbarkeit von Medika-
menten, spielt, ist es nötig, auch hier die Expressionsveränderungen der Transporter zu 
untersuchen.  
Eine Expressionssteigerung des MRP2 im Darm bei Cholestase könnte, wie in der Niere, 
zu einer kompensatorischen Elimination von MRP2-Substraten führen, würde allerdings 
auch in einer verminderten Bioverfügbarkeit von Medikamenten, die über MRP2 trans-
portiert werden, münden. Ein Absinken der MRP2-Expression bei Cholestase könnte 
eine erhöhte Absorption von schädigenden Stoffen zur Folge haben. 
Deswegen untersuchten wir die MRP2-Expression im Darm unter folgenden Frage-
stellungen: 
• Wie verändert sich die Protein- und mRNA-Expression von Mrp2 im Darm bei  
obstruktiver Cholestase im Rattenmodell? 
• Hat ein Ableiten des Gallenflusses einen Einfluss auf die Veränderung der  
Expression? 
• Wird die Veränderung über nukleäre Rezeptoren gesteuert? 
• Welchen Einfluss besitzen die proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-1β? 
• Wie verändert sich die orale Bioverfügbarkeit von PhIP, einem häufigen aus der 
Nahrung stammenden Karzinogen, nach Gallengangverschluss? 
• Entspricht die Veränderung der intestinalen Expression von MRP2 beim Menschen 
den Veränderungen im Tiermodell? 
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III.  Material und Methoden 
 
Die Verbrauchsmaterialien und Chemikalien wurden, soweit nicht gesondert erwähnt, bei 
den Firmen Sigma (Steinheim), Merck (Darmstadt) und Eppendorf (Hamburg) bezogen. 
 
 
1.  BDL-Ratten 
 
Für die Versuchsreihe wurden männliche Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht 
von 200-250 g (Janvier, Le Genest - St. Isle, France) verwendet. Die Ratten wurden in 
einem 12-stündigen Tag/Nacht-Zyklus gehalten und hatten während des Versuchs freien 
Zugang zu Futter und Wasser.  
Bei den Ratten wurde drei bzw. sieben Tage vor der Organentnahme in Kurznarkose mit 
subkutaner Injektion von Ketamin (80 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (4 mg/kg Kör-
pergewicht) eine Ligatur des Ductus choledochus vorgenommen. Dazu wurde der 
Bauchraum über einen Medianschnitt eröffnet und der Ductus choledochus aufgesucht. 
Dieser wurde direkt hinter dem Zusammenfluss von Ductus cysticus und Ductus hepatis 
communis an zwei Stellen ligiert und zwischen den beiden Ligaturen durchtrennt. Die 
Sham-operierten Tiere wurden zwar aufgeschnitten und der Gallengang berührt, jedoch 
nicht unterbrochen  58. 
Zur Darmentnahme in vivo wurden die Ratten wie oben beschrieben narkotisiert. Den 
narkotisierten Tieren wurde der Bauchraum mit einem Medianschnitt eröffnet. Das Duo-
denum wurde aufgesucht und ein ca. 15 cm langes Darmstück von Duodenum (unter-
halb der Gallengangsmündung) und Jejunum an beiden Enden ligiert. Knapp neben den 
beiden Ligaturen wurde der Darm inzisiert, so dass eine Spülung des ligierten Darmab-
schnittes mit gekühlter isotonischer NaCl-Lösung ermöglicht wurde, um den Darmab-
schnitt von seinem Inhalt zu befreien und zu reinigen. Erst danach wurde die Blutzufuhr 
des Darmabschnittes durch eine schon vorher vorbereitete Ligatur unterbrochen, der 
gereinigte Darmabschnitt entnommen, auf eine dünne Glaspipette aufgezogen und in 
gekühlte 5% Glucose-Lösung getaucht. Anschließend wurde beim Darm mit Hilfe eines 
Skalpells noch die Tunica muscularis abgekratzt 15. Ein ca. 1 cm langes Stück vom duo-
denalen Ende wurde direkt für die Mikrosomenpräparation weiterverwendet. Ein eben-
falls ca. 1 cm langes Stück vom gleichen Ende wurde in Flüssigstickstoff für die spätere 
Northernblot-Analyse gelagert, während der Rest direkt für Kernextraktion weiterverar-
beitet wurde. 
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Den Ratten wurde zusätzlich noch Blut, Urin und Gallenflüssigkeit für weitere klinisch-
chemische Analysen entnommen. 
 
 
2. Fistel-Ratten 
 
Männlichen Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht von 200-250 g wurde, statt der 
Ligatur des Gallengangs, die Galle über eine Fistel komplett entzogen. Der Katheter 
wurde in den Ductus choledochus eingebracht und subkutan bis zum Kopf getunnelt, wo 
die Gallenflüssigkeit nach oben hin ausgeleitet wurde 78. Die Ratten wurden in speziellen 
Käfigen gehalten, die die komplette Gallenableitung ohne Einschränkung der Bewe-
gungsfreiheit ermöglichten. Auch diese Ratten hatten unbegrenzten Zugang zu Futter 
und Wasser. Die Effizienz der Gallenumleitung wurde durch den erniedrigten Gallensäu-
rengehalt des Serums und die erhöhte 7α-Cholesterol-Hydroxylase mRNA in der Leber 
bestätigt.  
Dieser Versuch wurde im Amsterdam Liver Center mit freundlicher Unterstützung der 
dortigen Mitarbeiter durchgeführt. 
Die Organentnahme erfolgte nach vier Tagen analog der oben beschriebenen Methode. 
 
 
3. Zytokin-Inaktivierung während BDL 
 
Die Gallengangsligatur wurde wie oben beschrieben durchgeführt. Die Inaktivierung der 
Zytokine wurde über eine wiederholte intraperitoneale Injektion von TNFα- oder IL-1β-
Blockierungssubstanzen erreicht. Schon während der Operation wurde den Ratten je-
weils 8 mg/kg Körpergewicht Eternacept, ein lösliches p75 TNF-Rezeptor-Fusions-
Protein (zur spezifischen TNFα Inaktivierung) 79 bzw. 100 mg/kg Körpergewicht einer 
langanhaltenden Zusammensetzung von Anakinra (AMG719), die einen spezifischen  
IL-1β Antagonisten darstellt (freundlicherweise von Amgen Inc., Thousand Oaks, CA zur 
Verfügung gestellt) i.p. injiziert 80. Danach wurde Eternacept noch einmal 48 Stunden 
nach der Operation appliziert, während AMG719 täglich injiziert wurde 63. Die Organent-
nahme erfolgte drei Tage nach BDL wie oben beschrieben.  
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4. Bioverfügbarkeitsstudie bei BDL-Ratten 
 
Die orale Bioverfügbarkeit von PhIP, einem aus der Nahrung stammenden Karzinogen, 
wurde vergleichend in Ratten sieben Tage nach BDL und in Kontrollen untersucht. Dazu 
wurden 2 µCi [ 14C]PhIP (Toronto Research Chemicals, Inc, North York, Ontario, Kana-
da) in 500 µl Olivenöl aufgelöst und den Ratten ins Duodenum injiziert, nachdem diese 
anästhesiert (intramuskuläre Injektion von 57 mg/kg Ketamin und 5,7 mg/kg Xylazin), 
und das Abdomen eröffnet wurde. Nach 5, 15, 30, 60 und 120 Min. wurden jeweils 100 µl 
Blut aus der Pfortader entnommen. Die Kontroll-Ratten erhielten die Gallengangsligatur 
direkt vor der Injektion, um den Verlust der Gallenexkretion nachzustellen 15. 
 
Alle Tierversuche wurden von der lokalen Tierschutzkommission genehmigt. 
 
 
5. Mikrosomenpräparation aus Rattendarm 
 
Die Mikrosomenpräparation erfolgte immer am Tag der Probengewinnung. 
Nach Zugabe von einem Proteasengemisch (Mini-complete, Roche, Mannheim: 1 Tbl. 
auf 7 ml Lösung; laut Angabe des Herstellers), PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid,  
Roche ; 40 µg/ml) und Pepstatin A (0,5 µg/ml) zum Homogenisierungspuffer wurde ein 
ca. 1 cm langes Stück vom Duodenum in 4 ml dieser Lösung homogenisiert (Dounce-
Homogenisator, Heidolph, Schwabach ; 3000 U/Min.). Dann wurden die Proben eine 
Stunde bei 4°C und 31.000 rpm (100.000 g) zentrifugiert (Centrikon, Kontron Instr. ;  
Rotor: TFT 65.13). Anschließend erfolgte die Resuspendierung des entstandenen Pellets 
in 1 ml MSB, wiederum erst nachdem das oben genannten Proteasengemisch, PMSF 
und Pepstatin A hinzugefügt wurden. 
 
Homogenisierungspuffer 
 Sucrose  0,25M 
 Hepes   10mM (pH 7,5) 
 EDTA     1mM (pH 8) 
 
MSB (Microsomal-storage-buffer) 
 Sucrose    0,3M 
 Hepes   10mM (pH 7,5) 
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6. Mikrosomenpräparation aus humanen Darmbiopsien 
 
Die Mikrosomenpräparation aus den humanen Darmbiopsien erfolgte entsprechend der 
oben schon beschriebenen Methode; nur wurden aufgrund der kleineren Menge des 
Darmgewebes bei den Biopsien vom Homogenisierungspuffer 1 ml und vom MSB 80 µl 
eingesetzt. 
 
 
7. Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Die Proteinkonzentration der Mikrosomen wurde nach der von Bradford beschriebenen 
Methode bestimmt. Dazu wurden jeweils 2 µl der Probe unter Zugabe von 798 µl a. dest. 
und 200 µl Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Lab., München) 10 Min. inkubiert und an-
schließend bei 595 nm am Spektralphotometer (Ultraspec, Pharmacia Biotech) gegen 
den Probenleerwert (Wasser) gemessen. Die Konzentration wurde mittels einer Stan-
dardeichkurve mit BSA (Albumin bovine fraction V, biomol, Hamburg) bestimmt 81.  
 
 
8.  Westernblot 
 
Der Westernblot wurde innerhalb von drei Tagen nach der Mikrosomenpräparation 
durchgeführt. 
Zur Auftrennung der aus der Mikrosomenpräparation gewonnenen Proteine wurde eine 
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese eingesetzt. Dazu wurde zuerst das 7,5%ige 
Trenngel (5 ml Trenngelpuffer, 10 ml a.dest., 3,75 ml Acrylamid 40%, 300 µl APS 20%, 
7,5 µl TEMED) gegossen und nach Aushärten das 3%ige Sammelgel ergänzt (2,5 ml 
Sammelgelpuffer, 6,5 ml a.dest., 0,75 ml Acrylamid 40%, 80 µl APS 20%, 5 µl TEMED).  
Jeweils 20 µg der in Samplepuffer gelösten Proben liefen bei 0,5 mA/cm² Gel in der mit 
Runningbuffer gefüllten Gelkammer (Bio-Rad). Als Standard wurde der Rainbow-marker 
(Amersham, Freiburg) verwendet 82. 
 
Trenngelpuffer pH 8,8 
 1,5M Tris 
 0,4 % SDS 
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Sammelgelpuffer pH 7,6 
 0,5M Tris 
 0,4 % SDS 
 
10x Runningbuffer pH 8,3 
 0,25M Tris 
 1,92M Glycin 
 1 % SDS 
 
5x sample-buffer 
 0,3M Tris/ HCl pH 6,8 
 50 % Glycerol 
 25 % Mercaptoethanol 
 0,005 % Bromphenolblau 
10 % SDS 
 
Nach der Auftrennung im Gel wurden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Bio 
Trace PVDF 0,45 µm, Pall Corp., Pensacola, FL, USA) geblottet, die zuvor kurz in Me-
thanol und nach 5-minütigem Spülen in aqua dest., 20 Min. in Anodenpuffer II inkubiert 
wurde. Von 15 Stücken Whatman-Papier (Chromatography Paper 3MM Chr, Whatman, 
Maidstone, UK), deren Größe der Gelgröße entsprach, wurden 6 Stücke in Anoden-
puffer I, 3 Stücke in Anodenpuffer II und 6 Stücke in Kathodenpuffer getränkt und luftbla-
senfrei in der Blottingkammer (Roth, Karlsruhe) übereinandergeschichtet, wobei das in 
Kathodenpuffer getränkte Gel auf der Membran zwischen die Anodenpuffer II und die 
Kathodenpuffer getränkten Papiere gelegt wurde. Es wurde bei 0,8 mA/ cm2 Gel eine 
Stunde mit einer Beschwerung von 500 g geblottet. 
 
Anodenpuffer I 
 2M Tris   15 ml 
Methanol 200 ml 
 ad 1000 ml aqua dest. 
 
Anodenpuffer II 
 2M Tris 12,5 ml 
 Methanol  200 ml 
 ad 1000 ml aqua dest. 
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Kathodenpuffer 
 Aminocapronsäure   40 ml 
 Methanol  200 ml 
 20x SSC   0,5 ml 
 ad 1000 ml aqua dest. 
 
Als nächstes wurde 10 Min. mit 10 % BSA/ TBS-N Gemisch geblockt. Nach zweimaligem 
Waschen für 15 sec. in TBS-N konnte der erste Antikörper während einer einstündigen 
Inkubationszeit bei Raumtemperatur angelagert werden.  
Als Erst-Antikörper wurden  
 Mrp2 M2III-6 83 in einer Verdünnung von 1:1000,  
 BCRP BXP-21 (Alexis Biochemicals, Grünberg)27 1:1000,  
 Villin C19 (Santa Cruz) 1: 2500,  
 P-gp C-219 (Alexis)27 1:100 und  
 Mrp3 M3II-21 83 1:2000  
jeweils mit TBS-N eingesetzt. 
Der zweite Antikörper wurde nach drei Waschschritten mit TBS-N von 15 bzw. 5 Min. 
Dauer zugegeben. Hier war die Inkubationsdauer 30 Min. Als Zweit-Antikörper waren 
Peroxidase-konjugierte Anti-mouse (DAKO, Hamburg) für Mrp2, BCRP, P-gp, und Per-
oxidase-konjugierte Anti-goat (DAKO) für Villin jeweils in einer Verdünnung von 1:1000 in 
Gebrauch.  
Nach Waschschritten von einmal 15 Min. und viermal 5 Min. Dauer wurde der Blot mit-
tels ECL-Western-blotting-reagents (Amersham) detektiert und mehrmals auf Röntgen-
film (Kodak, Stuttgart) exponiert. Die Expositionszeiten variierten je nach Antikörper von 
5, 10, 15 bis 25 Minuten. 
 
10x TBS pH 7,6 
 0,2M Tris  
 1,37M NaCl   
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9. Strippen von Westernblots 
 
Die Westernblots wurden, um die Anlagerung von mehreren Antikörpern an den gleichen 
Blot zu ermöglichen, gestrippt. Dazu wurde der Blot in 10 ml Strippingbuffer, dem 78 µl 
Mercaptoethanol zugesetzt wurden, bei 65 °C im Brutschrank für 30 Min. inkubiert. Nach 
zweimaligem Spülen in TBS-N für 1 Min. konnte dann die neue Detektion, beginnend mit 
dem Blocken des Blots, entsprechend des oben beschriebenen Verfahrens erfolgen. 
 
Strippingbuffer pH 6,7 
 2 % SDS 
 6,25mM Tris 
 
 
10. RNA-Isolation aus Rattengewebe 
 
Die RNA-Isolation erfolgte mittels Phenol-Chloroform-Extraktion 84,64. In 3,2 ml auf Raum-
temperatur gebrachtes Ultraspec (Biotex, Houston, TX, USA) wurde ein jeweils ca. 1 cm 
langes Darmstück 1 Min. mit Hilfe des Ultra-Turrax (Janke&Kunkel IKA Labortechnik, 
Staufen) homogenisiert und anschließend 5 Min. auf Eis inkubiert. Danach wurden 
1,6 ml des Homogenats mit 320 µl Chloroform versetzt und nach gutem Durchmischen 
erneut 5 Min. auf Eis inkubiert, wobei während dieser Zeit immer wieder geschüttelt wur-
de. Dann wurde die Lösung bei 4 °C und 12000 rpm zentrifugiert (Biofuge fresco,        
Heraeus Instr.). Der entstandene Überstand wurde unter Vermeidung der Intermediär-
phase abpippetiert und mit der gleichen Menge Isopropanol versetzt. Nach Mischung der 
Lösungen wurde 10 Min. auf Eis inkubiert . Dann wurde erneut zentrifugiert; diesmal 
10 Min. bei 4 °C und 12000 rpm. Danach wurde der Überstand abgenommen und das 
Pellet verblieb zur weiteren Bearbeitung. Zur Reinigung der RNA wurde das Pellet mit 
1 ml 75% Ethanol versetzt und durch Schütteln vom Gefäßboden gelöst. Es wurde  
5-7 Min. bei 4 °C und 7500 rpm zentrifugiert und der Überstand anschließend verworfen. 
Das Pellet wurde 10-15 Min. an der Luft getrocknet, bevor es in 90 µl 0,1% DEPC re-
suspendiert wurde. 
Die RNA-Konzentration wurde am Spektralphotometer (Ultraspec, Pharmacia Biotech) 
bei 260 nm gemessen, wozu bei einer Verdünnung von 1:250 mit Wasser die AP-Ratio 
bestimmt wurde. 
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11. RNA-Isolation aus Darmbiopsien 
 
Die RNA-Isolation erfolgte analog der oben beschriebenen Methode, nur dass am An-
fang statt 3,2 ml nur 1,6 ml Ultraspec eingesetzt wurden. Außerdem wurde das Pellet am 
Ende in nur 20 µl DEPC gelöst. Aufgrund der geringeren Ausbeute wurde die Konzentra-
tion am Bio Photometer 6131 (Eppendorf) gemessen, wo nur 1 µl der Probe eingesetzt 
werden musste. 
 
 
12. Northernblot 
 
Es wurde ein 1%iges Agarosegel gegossen, dem bei einem Volumen von 150 ml 30 ml 
10x MOPS, 24 ml Formaldehyd und 6 µl Ethidiumbromid zugesetzt wurden. Für den 
Gellauf wurde jeweils 15 µg der zu untersuchenden Probe eingesetzt, und ad 20 µl mit 
RNA-Loadingbuffer (520 µl Millipore, 160 µl Formaldehyd, 200 µl 5x RNA-Puffer) aufge-
füllt. Die Proben wurden 5 Min. auf 65°C erhitzt und anschließend mindestens 5 Min. auf 
Eis gestellt. Der Gellauf erfolgte bei 80-100 V in 1x MOPS (Agagel Midi wide Biometra 
Kammer, biomed Analytik, Göttingen). Als Standard wurde RNA-Molekular-Wheight-
Marker-II (Roche) benutzt. Anschließend wurde über Nacht auf eine Nylonmembran (Ny-
tran N, Schleicher&Schuell, Dassel) geblottet. Eine Wanne wurde dazu 1 cm hoch mit 
20x SSC (3M NaCl, 0,3M Na-citrat, pH 7) befüllt. Ein in SSC getränktes Stück Whatman-
Papier, das an beiden Enden in die Flüssigkeit hineinragte, diente als Steg. Auf ein wei-
teres, ebenfalls in SSC getränktes Whatman-Papier wurde das RNA-Gel mit der   Ober-
seite nach unten platziert. Der gesamte Aufbau wurde bis zum Gelrand mit Frischhaltefo-
lie abgedeckt und danach eine passend zugeschnittene Nylonmembran auf das Gel ge-
legt. Hierauf wurden noch zwei weitere in SSC getränkte Whatman-Papierstücke, ein 
Stapel Papiertücher und eine Glasplatte gelegt. Zum Abschluss wurde das Ganze mit 
einem Gewicht von ca. 800 g beschwert. So wurde über Nacht die RNA durch Kapillar-
kräfte auf die Nylonmembran geblottet. 
Nach dem Blotten wurde die Nylonmembran mit der RNA-Seite nach oben im UV-
Stratalinker 2400 (Stratagene, La Jolla, CA, USA) behandelt 85,86. 
 
10x MOPS 
0,2M MOPS pH 7 
5mM Na-acetat 
10mM EDTA 
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5x RNA Puffer 
 Glycerol 25 ml 
 10x MOPS 25 ml 
 Bromphenolblau 25 mg 
 
 
13. High Prime Random labeling 
 
Zuerst wurde 25 ng Substrat-cDNA mit Millipore auf 11 µl aufgefüllt. Zum Denaturieren 
der Doppelstränge wurde die Lösung 10 Min. bei 100 °C im Heizblock erhitzt und an-
schließend 4 Min. in NaCl-Eisgemisch gegeben (shock-freezing). Dann wurde kurz zen-
trifugiert. Die denaturierte cDNA wurde mit 4 µl High Prime (Roche) versetzt und dem 
Gemisch wurde 5 µl ³²P-dCTP (Hartmann, Heidelberg) zugegeben. Das Ganze wurde 
15 Min. bei 37 °C inkubiert und anschließend die Reaktion durch Zugabe von 2 µl 0,2M 
EDTA gestoppt. In der Zwischenzeit wurden die Gelsäulen dreimal mit TE-Puffer (10mM 
Tris, 1mM EDTA, pH 8,0) gespült. Auf diese Gelsäulen (Nick column, Amersham) wurde 
die markierte cDNA aufpipettiert und 380 µl TE-Puffer zugegeben. Die aufgefangene 
erste Fraktion wurde verworfen und erneut 380 µl TE-Puffer zugegeben. Die zweite Frak-
tion war für den weiteren Gebrauch vorgesehen. Mit 2 µl dieser zweiten Fraktion ließ sich 
unter Zugabe von 5 ml Szintillationscocktail (Roth) die Aktivität der Probe bestimmen und 
so die Gesamtaktivität der zweiten Fraktion errechnen. 
Die Northernblots wurden jeweils mit Mrp2 und Gapdh analysiert: 
 Gapdh cDNA  – 1,25 kb PstI fragment 
 Mrp2 cDNA  – 0,58 kb fragment, mit Rattenleber als Template und folgenden 
  Primern hergestellt: 5’-GGGATGTCTCATTACTGGAAAG-3’, 
   3’-ATGCTACTCAGAAAGGAAGCC-5’ 86,87 
 
 
14. Hybridisieren mittels Express Hyb (Clontech, Heidelberg) 
 
Der RNA-Blot wurde mit der RNA-Seite nach innen in die Hybridisierungsröhre gesteckt 
und mit 7,5 ml 2x SSC-Puffer angefeuchtet, um ihn luftblasenfrei an den Rand anlegen 
zu können. Anschließend wurde das SSC abgekippt. Zur Prähybridisierung wurde 8 ml 
Express Hyb (auf 60 °C vorgewärmt) auf den Blot gegeben. Dann wurde 30 Min. bei 
60 °C im Drehofen inkubiert. Zur Hybridisierung wurde 10 ml neues Express Hyb in die 
Röhre gegeben und 10-20 Mio. cpm der ³²P-markierten DNA-Sonde, die zuvor 5 Min. bei 
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100 °C aufgekocht und anschließend 5 Min. auf Eis abgekühlt wurde, zupipettiert. Nach 
einem Umschwenken wurde die Röhre 1 Std. bei 60 °C inkubiert. Anschließend wurde 
der Blot, nachdem das Express Hyb abgeschüttet wurde, zweimal mit 12 ml Washsolu-
tion I (2x SSC, 0,05% SDS) umgespült und danach zweimal für jeweils 10 Min. mit 12 ml 
Wash-solution I im 20 °C warmen Drehofen inkubiert. Danach wurde der Blot noch zwei-
mal für 20 Min. mit 12 ml Washsolution II (0,1x SSC, 0,1% SDS) im 50°C heißen Dreh-
ofen inkubiert. Nach Abkippen der Lösung wurde der Blot in Folie eingepackt und mittels 
Phosphorscreen (Bio-Rad) und Phosphorimager (Bio-Rad) ausgewertet oder auf einem 
Röntgenfilm (Kodak) bei –80 °C exponiert und anschließend entwickelt.  
 
 
15. Strippen von hybridisierten Northernblots 
 
Die Nylonmembran wurde, mit 7,5 ml 2x SSC angefeuchtet, an die Wand der Hybridisie-
rungsröhre mit der RNA-Seite nach innen angelegt. Die Röhre wurde zu ¼ mit auf 
100 °C vorgewärmter Strip Solution (0,5% SDS) angefüllt und für 10 Min. bei 85 °C im 
Drehofen inkubiert. Anschließend konnte nach einem 10-minütigen Auskühlen der Röhre 
erneut hybridisiert werden. 
 
 
16. Kernextraktion aus Rattendarm 
 
Alle Vorgänge für die Kernextraktion wurden strikt auf Eis durchgeführt und alle Lösun-
gen und Zentrifugen auf 4 °C temperiert. Zu allen Lösungen wurden erst direkt vor Ge-
brauch die Proteinaseinhibitoren im Verhältnis 1:1000 zugesetzt. DTT wurde nur dem 
LHB (Liver Homogenisierungsbuffer) und der Sucrosecushion zugesetzt. HSB (Homoge-
nisierungsbuffer) blieb DTT-frei. 
Zur Homogenisation des Gewebes wurden zuerst in 25 ml LHB 25 µl Aprotinin, Leupep-
tin, Pepstatin A und 50 µl DTT gegeben. In dieses Gemisch wurde das ca. 10 cm lange 
Darmstück kleingeschnitten. Anschließend wurde mit dem Teflonhomogenisator (Hei-
dolph) bei 750 rpm homogenisiert. Das Gewebe wurde durch einen zweilagigen Mull-
streifen ins Zentrifugengefäß gefiltert, um grobe Gewebe- und Fettreste zu eliminieren. 
Es wurde für 10 Min. bei 2500 rpm zentrifugiert (Centrikon H-401, Kentron-Hermle). Der 
Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 2,5 ml LHB resuspendiert, dem vorher 
2,5 µl Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin A und 5 µl DTT zugesetzt wurden. 
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Danach wurden noch 10 ml Sucrosecushion zugegeben. Dann wurde bei 19000 rpm 
(50000 g) für 80 Min. zentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum verworfen und das 
Pellet vorsichtig mittels 300 µl HSB, dem vorher ebenfalls die Proteinaseinhibitoren, au-
ßer DTT zugesetzt wurden, in ein Eppendorfhütchen überführt. Das weiße Pellet befand 
sich zwischen den Geweberesten. Nach Resuspendieren wurde bei 4 °C für 30 Min. auf 
Eis inkubiert. Anschließend wurde für 10 Min. bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das 
sich im Überstand befindende Kernprotein blieb bei –70 °C für etwa 24 Monate stabil. 
Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde die Methode nach Bradford benutzt (siehe 
oben). 
 
LHB 
 0,25M Sucrose 
 10mM Hepes pH 8 
 10mM Magnesiumchlorid 
 0,1% Triton X 100 
 
HSB 
 10mM Hepes pH 7,6 
 0,1mM EDTA 
 1,5mM Magnesiumchlorid 
 420mM NaCl 
 25% Glycerol 
 
Sucrose Cushion 2,1M 
 60 ml LHB 
 72 g Sucrose 
 
Proteinaseinhibitoren 1000x 
 PMSF   17,5 mg/ml 
 Pepstatin A        1 mg/ml 
 Leupeptin       1 mg/ml 
 Aprotinin       1 mg/ml 
 DTT 500x  15,4 mg/ml 
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17. Gelshift 
 
Um die Bindungsaktivität der nukleären Hormonrezeptoren zu bestimmen, wurden Gel-
shifts durchgeführt. Zuerst wurde aus Oligos, die das DR5-Element des Ratten-Mrp2-
Promotors, das die Bindungsstelle für RARα:RXRα darstellt, enthalten, durch ein Annea-
lingverfahren eine doppelsträngige DNS hergestellt. Dazu wurden jeweils 10 µl forward 
und 10 µl reverse Oligo (jeweils 100 pmol/µl) zu 10 µl 10x Annealingbuffer (100mM Tris, 
500mM NaCl, 2mM EDTA ad 10 ml a.dest., pH 7,5) und 70 µl aqua dest. gegeben. Die-
ses Gemisch wurde für 10 Min. gekocht (95 °C) und danach abgekühlt.  
Anschließend konnte das Oligo mit ³²P gelabelt werden. Hierzu wurde 1 µl des 
10 pmolaren doppelsträngigen Oligos zu 14 µl H2O, 2 µl 10x PNK-Puffer (New England 
Bio Labs, Frankfurt), 2 µl ³²P γ-ATP (Hartmann) und 1 µl PNK (Bio Labs) gegeben und 
für 30–60 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde für 10 min das Enzym bei 68 °C 
hitzeinaktiviert und sofort danach auf Eis gestellt. Es wurde 80 µl 1x TE (10mM TRIS, 
1mM EDTA pH 8)  zugegeben. Das radioaktive Gemisch wurde auf die Gelsäule (Nick-
columns, Amersham) gegeben, die zuvor dreimal mit 3 ml 1x TE gespült wurde, und es 
wurde sofort danach 380 µl 1x TE dazupipettiert. Im ersten Durchlauf wurde die nichtge-
bundene Fraktion aufgefangen und verworfen. Durch erneute Zugabe von 380 µl 1x TE 
entstand die zweite gebundene Fraktion, die weiter verwendet wurde. Um ein Maß für 
die gebundenen Oligos zu bekommen, wurde die Aktivität im Counter gemessen (siehe 
oben). 
Für den Gelshift wurde zuerst ein 6%iges Polyacrylamid-Gel gegossen. Während das 
Gel mit 200 V vorlief, wurden die Proben vorbereitet. Es wurden jeweils 10-15 µg Kern-
protein eingesetzt. Dazu wurden für den Probenansatz 2 µl Poly-didc (Amersham), 4 µl 
5x BBI, 8 µl H2O und 1 µl Proteasen-Mix hinzugefügt. Allen Proben wurde 2x104 cpm 
des gelabelten Oligos zugegeben und das Gemisch 30 Min. bei Raumtemperatur inku-
biert. Für Competition-Assays wurde zusätzlich zum gelabelten Oligo ein 100-facher  
Überschuss an ungelabelten Oligo zugegeben und gemeinsam inkubiert. Die Proben 
wurden noch mit loading-buffer gemischt und anschließend in die Taschen gefüllt. Als 
Laufpuffer wurde 0,25x TBE verwendet. Das Gel lief 90 Min. bei 300 V. Nach dem Lauf 
wurde die obere Glasplatte entfernt und das Gel konnte nach Auflage eines Whatman-
Papiers von der anderen Glasplatte entfernt werden. Das Gel wurde auf eine Frischhal-
tefolie gelegt und eine Stunde bei 80 °C getrocknet. Danach konnte ein Röntgenfilm bei 
–70 °C aufgelegt werden. Die Quantifizierung wurde mit dem Phosphorimager (Biorad) 
durchgeführt 84. 
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6% Polyacrylamidgel 
 H2O    38,4 ml 
 10x TBE   1,25 ml 
 30% Acrylamid    7,5 ml 
 10% Amm. Persulfat   250 µl 
 Temed    37,5 µl 
 
10x TBE-Puffer 
 TRIS    108 g 
 Borsäure     55 g 
 0,5M EDTA pH 8  40 ml 
 ad 1000 ml a.dest 
 
Proteasen-Mix 
 Je 1 µl Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin A und PMSF auf 46 µl H2O 
 
Oligonucleotide für den Gelshift 
DR5-consensus: 5’-GCTTCAGGTCACCAGGAGGTCAGAGAG-3’  
 
 
 
18. cDNA-Synthese 
 
Für die cDNA-Synthese aus den humanen Darmbiopsien wurde jeweils 1 µg der isolier-
ten RNA eingesetzt. Es wurde mit DEPC ad 7,5 µl aufgefüllt. 
Diesem Gemisch wurden 2 µl Oligo-dT-12-18-Primer (Invitrogen, Karlsruhe) zugesetzt 
und es wurde für 10 Min. bei 70 °C denaturiert. Danach wurden 6 µl AMV Reverse 
Transcriptase-Buffer (Roche), 0,3 µl 1M DTT (Gibco, Karlsruhe), 2,6 µl 10mM dNTP-Mix 
(Amersham), 2 µl (40 U/µl) RNAse-Inhibitor (Roche), 6,6 µl DEPC-H2O und 3 µl AMV 
Reverse Transcriptase (VolAct 23 U/µl, Roche) zugefügt, was 30,5 µl RT-PCR-Ansatz 
ergab. 
Im Thermocycler (Robocycler, Stratagene, La Jolla, CA, USA) wurde mit einer 10-
minütigen Annealingphase bei 25 °C, einer 60-minütigen Synthesephase bei 42 °C und 
einer 5-minütigen Inaktivierungsphase von 95 °C umgeschrieben. Das entstandene 
cDNA-Template wurde bei –20 °C gelagert. 
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19. Quantitative PCR mit Light-Cycler 
 
Für die Analyse mit dem Light-Cycler wurde das Fast-Start-DNA-Master-SYBR- 
Green-I-kit (Roche) verwendet. 
Die Primer wurden in einer Konzentration von 10 pmol/µl eingesetzt. 
Für jede Probe wurde 10,4 µl H2O, 1,6 µl MgCl2 (2mM), je 1 µl sense bzw. antisense pri-
mer, 2 µl SYBR und 4 µl cDNA zusammenpipettiert.  
Bei jedem Lauf wurden Wasserproben als Negativ-Kontrollen eingesetzt und Standards 
von 105 bis 102 Kopien mitgeführt, um die anschließende Quantifizierung zu ermögli-
chen. 
Der Light-Cycler-Lauf erfolgte mit einer Annealing-Temperatur von 56 °C für MRP2 und 
Villin sowie 55 °C für GAPDH. 
Alle Proben wurden doppelt bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte mit der Instrumenten-
Software (Version 3.49, Roche) 26. 
 
Primer:  
Gen GenBank  
Acc.-no. 
Basen-Nr. Sequenz 
hMRP2 NM000392 Sense:  
1920-1940 
Antisense: 
2160-2141 
Sense:  
5’-GTGTTTCCACAGAGCGGCTAG-3’ 
Antisense:  
5’-GCTAGGCTGATATCAAGGAG-3’ 
hVillin26 
 
NM007127 Sense: 
2335-2361 
 
Antisense: 
2636-2611 
Sense:  
5’-CAGCTAGTGAACAAGCCTGTAG 
AGAGGAGC-3’ 
Antisense:  
5’-CCACAGAAGTTTGTGCTCAT 
AGGCAC-3’  
hGAPDH92 NM033197 Sense:  
801-819 
Antisense: 
1018-998 
Sense:  
5’-CCGTCTAGAAAAACCTGCC-3’ 
Antisense:  
5’-AGCCAAATTCGTTGTCATACC-3’ 
Tabelle 1: Primer für den Light-Cycler 
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Standards für den Light-Cycler:  
Für die Standards wurden die jeweiligen Fragmente in pCR2.1TOPO-Vectoren (Invitro-
gen) geklont 87. 
Bei jedem Lauf wurden mindestens vier Standards aus dem jeweils gesuchten Konzen-
trationsbereich mitgeführt. Um die Quantifizierung zu gewährleisten, wurde zu Beginn 
der Läufe eine Standardkurve erstellt, mit der die jeweils mitgeführten Standards ver-
glichen wurden. Dabei wurde darauf geachtet, dass jeweils eine Korrelation von 1 vorlag 
(r = -1), bei einem Fehler unter 10%.  
 
 
20. Darmbiopsien aus der Endoskopie 
 
Im Rahmen einer medizinisch notwendigen Gastro-Duodenoskopie  wurden den Patien-
ten zusätzlich zwei Biopsien aus dem Duodenum entnommen. Die Patienten wurden 
vorher über die Studie aufgeklärt und gaben ihr schriftliches Einverständnis zur Teil-
nahme.  
Die entnommenen Biopsien wurden sofort nach der Entnahme in Eppendorfhütchen in 
Flüssigstickstoff gelagert. Die erste Biopsie war für die Westernblotanalyse vorgesehen 
und wurde noch am gleichen Tag verarbeitet, während die zweite Biopsie für die RNA-
Analyse vorgesehen war und bis zur Verarbeitung bei –80 °C gelagert wurde. 
Es wurden insgesamt 40 Patienten in die endgültige Auswertung aufgenommen. Davon 
waren 20 Patienten mit obstruktiver Cholestase, hervorgerufen durch Gallengangssteine 
(10 Patienten) und Tumoren (7 Patienten mit Pankreaskopfkarzinom, 2 mit Klatskin-
Tumor und 1 mit einem Tumor an der Papilla vateri), und 20 Kontrollpatienten (10 Pati-
enten mit milder Gastritis, 4 Patienten mit milder Ösophagitis, 6 Patienten mit Säure-
reflux ohne Entzündung). Weitere Informationen über das Patientenkollektiv gibt Tabel-
le 2. 
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Tabelle 2: Patientencharakteristik der zwei Studiengruppen. 
T = Tumor; GS = Gallenstein; G = milde Gastritis; E = milde Ösophagitis; R = Säure-Reflux ohne 
Entzündung; AP = alkalische Phosphatase; gamma GT = gamma-Glutamyltransferase 
 
Das Protokoll für die Patientenstudie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt. 
 
 
21. Datenanalyse 
 
Die statistischen Analysen wurden mit SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durch-
geführt. Alle Daten stellen den Mittelwert ± Standardabweichung (S.D.) dar. Bei den  
Tieren wurden jeweils 4 Ratten pro Gruppe in die Analyse einbezogen. Die statistische 
Signifikanz wurde mit einem zweiseitigen unabhängigen t-Test oder ANOVA getestet, 
wobei eine Signifikanz ab p < 0,05 angenommen wurde. Bonferroni bzw. Games-Howell 
post- hoc-Tests wurden für gleiche bzw. ungleiche Varianzen eingesetzt. 
 Obstruktive 
Cholestase 
Kontrollen p-Wert 
Alter (Jahre) 65,0 ± 18,1 62,3 ± 12,3 n.s. 
Geschlecht 10 männlich 
10 weiblich 
10 männlich 
10 weiblich 
n.s. 
Diagnose 10 T/ 10 GS 10 G/ 4 E/ 6 R  
Bilirubin (mg/dl) 10,2 ± 8,9 0,5 ± 0,2 < 0,001  
AP (U/l) 828 ± 1030 139 ± 41 < 0,01 
γGT ( U/l ) 391 ± 383 15 ± 5 < 0,001 
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IV. Ergebnisse 
 
 
1. Ergebnisse aus dem Tiermodell 
 
1.1 Intestinale Protein-Expression von Mrp2 bei BDL-Ratten 
 
Bei den gallengangsligierten Tieren wurde die Mrp2-Protein-Expression im Darm im Ver-
gleich zu den Sham-operierten Tieren nach drei Tagen auf 16,4 ± 4,2% (p < 0,001) und 
nach sieben Tagen auf 9,3 ± 5,5% (p < 0,001) herunterreguliert. 
Die Expression von P-gp blieb unverändert. 
   
   
 Mrp2 190kD 
         villin 70kD 
       Co            BDL 3d     BDL7d   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Intestinale Mrp2-Expression bei Ratten 3 und 7 Tage nach Gallengangsligatur: Repräsentati-
ve Westernblots aus Rattenenterozyten von Kontrolltieren (Co) und BDL-Tieren (BDL 3d, BDL 7d). 
Unten: Ergebnisse der densometrischen Analyse sind angegeben im prozentualen Vergleich mit den Kon-
trollen (=100%) nach Normalisierung von OD Mrp2/OD villin. **p < 0,001 im Vergleich zu den Kontrolltieren. 
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1.2 Expression der mRNA im Darm bei BDL-Ratten 
 
Der Proteinabfall des Mrp2 wurde begleitet von einer Reduktion der mRNA auf 
70 ± 16 % (p = 0,05) nach drei Tagen und auf 40,5 ± 20,8 % (p = 0,02) nach einer  
Woche. 
 
 
        Mrp2 5,5kB 
        Gapdh 1,25kB 
         
           Co            BDL3d      BDL7d 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Intestinale Mrp2-Expression bei Ratten 3 und 7 Tage nach Gallengangsligatur: Repräsentati-
ve Northernblots aus Rattenenterozyten von Kontrollen (Co) und BDL-Tieren (BDL 3 d, BDL 7d). 
Unten: Ergebnisse der densometrischen Analyse sind angegeben im prozentualen Vergleich mit den Kon-
trollen (=100%) nach Normalisierung von OD Mrp2/OD Gapdh. *p < 0,05 im Vergleich zu Kontrolltieren. 
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1.3 Intestinale Protein-Expression von Mrp2 bei Fistelratten 
 
Um zu überprüfen, ob die Präsenz von Gallenbestandteilen im Darmlumen für die Regu-
lation der Mrp2-Expression mitverantwortlich ist, wurde die Protein und mRNA Ex-
pression bei Ratten mit vollständiger Ableitung der Gallenflüssigkeit untersucht. Im Ge-
gensatz zur obstruktiven Cholestase fand sich hier kein signifikanter Abfall der Mrp2 Pro-
teinkonzentration oder der mRNA. 
 
 
       Mrp2                                                                                Mrp2 
      Villin                                                                                Gapdh 
             Co         Div                             Co        Div 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Intestinale Mrp2-Expression nach vollständiger Gallenableitung (biliary diversion): Repräsen-
tative Western- und Northernblots aus Rattenenterozyten von Kontrollen (Co) und Fistelratten (Div). 
Unten: Ergebnisse der densometrischen Analyse sind angegeben im prozentualen Vergleich mit den Kon-
trollen (=100%) (links: nach Normalisierung OD Mrp2/OD villin, rechts: OD Mrp2/OD Gapdh).  
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1.4 Intestinale Expression von Mrp2 bei BDL-Ratten mit Zytokin-Inaktivierung 
 
Der Einfluss von systemischen proinflammatorischen Zytokinen auf die intestinale Mrp2-
Expression bei obstruktiver Cholestase wurde überprüft, indem spezifische pharmakolo-
gische TNF-α- oder IL-1β-Inaktivatoren verwendet wurden. Während die TNF-α-
Blockade das Absinken der intestinalen Mrp2-Expression bei BDL-Ratten nicht verhin-
dern konnte, kam es bei IL-1β Inaktivierung zu keiner Veränderung der intestinalen Pro-
tein- und mRNA-Level. 
 
 
          Mrp2                                                                                    Mrp2   
Villin                                                                       Gapdh  
   Co     Enbrel   Anakinra      Co      Enbrel   Anakinra 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Intestinale Expression von Mrp2 in gallengangsligierten Ratten mit Zytokin-Inaktivierung: 
Repräsentative Western- und Northernblots aus Rattenenterozyten von Kontrollen (Co), BDL-Tieren mit 
TNF-α (Enbrel) und IL-1β Inaktivierung (Anakinra).  
Unten: Ergebnisse der densometrischen Analyse sind angegeben im prozentualen Vergleich mit den Kon-
trollen (=100%) (links: nach Normalisierung von OD Mrp2/OD villin, rechts: OD Mrp2/OD Gapdh).  
*p < 0,05 bzw. **p < 0,001 im Vergleich zu Kontrolltieren. 
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1.5 Mrp2-Transaktivatoren im Darm bei obstruktiver Cholestase 
 
Da die Expression von Mrp2 im Darm während obstruktiver Cholestase absinkt, wurden 
Gelshifts benutzt, um den Mechanismus der transkriptionellen Regulation zu ermitteln. 
Die Bindung an das DR5-Element, das die Bindungsstelle des Mrp2-Promotors für das 
Heterodimer RXRα:RARα darstellt, war nach sieben Tagen im Vergleich mit den Kontrol-
len beinahe aufgehoben.  
 
 
          DR5 
 
    Co                BDL3d BDL7d SC    NSC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: DNA-Bindungsstudie bei Ratten: Repräsentative Gelshifts mit dem DR5-Element des Rat-
tenpromotors von Kontrollen (Co), und BDL-Tieren (BDL 3d, BDL 7d). SC = specific control, NSC = non-
specific control 
Unten: Ergebnisse der densometrischen Analyse sind angegeben im prozentualen Vergleich mit den Kon-
trollen (=100%) (OD DR5). **p < 0,001 im Vergleich zu Kontrolltieren.  
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In Westernblots von Kernextrakten blieb die Proteinkonzentration anderer möglicher 
Mrp2-Regulatoren (CAR, FXR und PXR) unverändert. 
 
                                                                  PXR 
 
                                                                  FXR 
 
                                                                  CAR 
       Co          BDL 3d  BDL 6 Wo 
 
Abbildung 6: Intestinale Expression von PXR,FXR und CAR bei Ratten 3 Tage und 6 Wochen nach Gal-
lengangsligatur: Repräsentative Westernblots aus Kernextrakten von Kontrollen (Co) und BDL-Tieren (BDL 
3d, BDL 7d). 
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1.6 Orale Bioverfügbarkeit von PhIP bei BDL-Ratten 
 
Ob die Mrp2-Herabregulation bei gallengangsligierten Tieren einen Einfluss auf die orale 
Bioverfügbarkeit seiner Substrate besitzt, wurde mit PhIP als Modellsubstanz untersucht. 
Die Radioaktivität im Pfortaderblut nach intraduodenaler Injektion von [14C]PhIP war bei 
den BDL-Ratten signifikant erhöht (p < 0,001 für alle Werte im Vergleich mit den Kontrol-
len). Die Fläche unter der Kurve (AUC) war bei den BDL-Tieren um das 2,5-fache erhöht 
im Vergleich zu den Kontrollen (durchschnittlich 1,46 x 105 counts gegenüber 0,58 x 105 
counts). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Portalvenöse [14C]PhIP-Konzentrationen bei BDL-Ratten (▲) und Kontrollen (■). Die Radio-
aktivitätslevel im Blut wurden zu den angegebenen Punkten aus einer Probe der Pfortader gemessen. Für 
die Fläche unter der Kurve wurden 1,46 ± 0,14 x 105 counts bei BDL-Ratten und 0,58 ± 0,05 x 105 bei Kon-
trolltieren errechnet. ***p < 0,001 im Vergleich zu Kontrolltieren. 
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2. Ergebnisse aus der Patientenstudie 
 
2.1 Intestinale MRP2-Expression in der Patientengruppe 
 
Wie bei den Ratten führt auch beim Menschen die obstruktive Cholestase zu einem Ab-
fall der MRP2-Expression. Die Protein-Expression von MRP2 wurde auf 27,3 ± 20,3 % 
reduziert im Vergleich zur MRP2-Protein-Expression der nach Alter und Geschlecht glei-
chen Kontrollgruppe (p = 0,001). 
 
 
                                                                                      MRP2 
                   Villin 
              Co             Chol.      
 
 
 
                                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: Intestinale Proteinexpression von MRP2 beim Menschen: Repräsentative Westernblots aus 
Darmbiopsien von Kontrollpatienten (Co) und Cholestasepatienten (Chol.). 
Unten: Ergebnisse der densometrischen Untersuchung sind angegeben im prozentualen Vergleich mit den 
Kontrollen (=100%) nach Normalisierung mit Villin (schwarz: 20 Kontrollen; weiß: 20 Cholestasepatienten). 
***p < 0,001 im Vergleich zu Kontrolltieren. 
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Die mRNA-Konzentration im humanen Darmgewebe wurden mit dem Light-Cycler analy-
siert. Es konnten jedoch keine Unterschiede zwischen den cholestatischen und den Kon-
trollpatienten gefunden werden. Auch die Normalisierung auf Villin und GAPDH ließ kein 
anderes Ergebnis erkennen.   
Dies deutet darauf hin, dass die Herunterregulation des intestinalen MRP2 beim Men-
schen, im Gegensatz zu der bei den Ratten, nicht auf transkriptionaler Ebene gesteuert 
wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Quantitative RT-PCR (prozentual zu Kontrollen (=100%) von humanen Darmbiopsien zeigen 
ein leichtes, jedoch nicht signifikantes Absinken der MRP2-mRNA bei cholestatischen Patienten (p = 0,14). 
Die Anzahl der MRP2 mRNA-Kopien wurde mit den Villin mRNA-Kopien normalisiert. 
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2.2 Intestinale Protein-Expression von MDR1, BCRP und MRP3 in der Patientengruppe 
 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen bezüglich MRP2 fanden sich bei der Protein-
Expression von BCRP und P-gp keine signifikanten Unterschiede in den beiden Patien-
tengruppen. 
Die MRP3 Protein-Expression war in beiden Gruppen sehr niedrig, wobei  sich ebenfalls 
kein Unterschied feststellen ließ. 
 
 
       BCRP                                                                       MDR1 
                     Villin                                                                        Villin 
      Co         Chol.               Co        Chol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Intestinale Proteinexpression von BCRP und MDR1 beim Menschen: Repräsentative We-
sternblots aus Darmbiopsien von Kontrollpatienten (Co) und Cholestasepatienten (Chol.). 
Unten: Ergebnisse der densometrischen Untersuchung sind angegeben im prozentualen Vergleich mit den 
Kontrollen (=100%) nach Normalisierung mit OD Villin (schwarz: 20 Kontrollen; weiß: 20 Cholestase-
Patienten).  
 
p<0,001 
 58 
 
 
2.3 Korrelation der intestinalen MRP2-Expression mit der Cholestasedauer in der  
 Patientengruppe 
 
Die cholestase-anzeigenden Enzyme (Bilirubin, alkalische Phosphatase, γ-GT) korrelier-
ten nicht mit dem Ausmaß der MRP2-Expression. 
Hingegen korrelierte die MRP2-Herabregulation mit der Dauer der Cholestase. Da die 
Dauer der Cholestase bei den meisten Patienten nicht genau bestimmt werden konnte, 
wurden sie in drei Gruppen aufgeteilt: 
 
a)  Cholestasedauer weniger als 14 Tage (6 Patienten) 
b)  Cholestasedauer zwischen 14 und 28 Tagen (4 Patienten) 
c)  Cholestasedauer mehr als 28 Tage (5 Patienten). 
 
Die übrigen 5 Patienten ließen sich aufgrund ungenauer Angaben keiner Gruppe zuord-
nen. 
 
Bei einer Cholestasedauer von weniger als 14 Tagen fällt die MRP2-Protein-Expression 
auf 35,3 ± 15,7 % im Vergleich zu den Kontrollen ab (p = 0,02). Bei den Patienten mit 
einer Cholestasedauer zwischen 14 und 28 Tagen kommt es zu einem Abfall auf  
14,9 ± 10,4 % (p = 0,001), während die Patienten, deren Cholestase schon länger als 28 
Tage bestand, Werte von 5,8 ± 4,2 % (p < 0,001) aufwiesen. 
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     MRP2 
         Villin 
      Co           12d           23d           40d 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Zeitabhängige Veränderung der MRP2 Protein-Expression bei Cholestase: Repräsentative 
Westernblots von Kontrollpatienten (Co) und Cholestasepatienten mit einer Cholestasedauer von ca. 12, 23 
und 40 Tagen. 
Unten: Densitometrische Daten der relativen duodenalen MRP2-Expression (normalisiert zur Villin-
Expression, Kontrollen = 100 %) in 3 Untergruppen von cholestatischen Patienten im Vergleich zu Kontrol-
len. Alle Untergruppen waren signifikant zu den Kontrollen verändert.*p < 0,05 und ***p < 0,001 
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2.4 Effekte auf die MRP2-Protein-Expression nach Wiederherstellung des Gallen-
flusses in der Patientengruppe 
 
Bei fünf Patienten konnten nach Einlage eines Stents in den Gallengang bei Verlaufs-
kontrollen weitere Biopsien gewonnen werden. Die erreichte Durchgängigkeit des Gal-
lenganges wurde mit Hilfe von Endoskopie und Laborwerten der klinischen Chemie 
nachgewiesen. 
Bei vier dieser fünf Patienten kam es nach 4 bis 18 Tagen zu einem Wiederanstieg der 
MRP2-Protein-Expression im Vergleich zu den vorherigen Biopsien. Bei einem von ihnen 
lag der Wert sogar über dem Durchschnitt der Kontrollpatienten (282 %). 
Bei zwei Patienten konnten zwei Folgebiopsien gewonnen werden. 
Bei einem Patienten (unten als X markiert) kam es zwischen der zweiten und dritten  
Biopsie zu einem Wiederanstieg der Laborparameter für Cholestase und es wurde ein 
Verschluss des wiedereröffneten Gallengangs diagnostiziert. Dieser Verschluss wurde 
auch von einem erneuten Sinken der intestinalen MRP2-Expression begleitet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Zeitverlauf der duodenalen MRP2-Expression (normalisiert zu Villin, Kontrollen = 100 %) 
von 5 cholestatischen Patienten mit Folgebiopsien nach Wiederherstellung des Gallenflusses. Bei Patient 5 
(dargestellt als x) wurden ansteigende cholestatische Marker zwischen Biopsie 2 und 3 festgestellt und eine 
Reocclusion des Stents wurde diagnostiziert. 
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V. Diskussion 
 
1. Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Die Ergebnisse unserer Studien zeigen, dass es bei Cholestase auch im Darm zu einer 
Veränderung der Mrp2-Expression kommt. Dies konnten wir sowohl bei den Ratten im 
Tiermodell als auch beim Menschen nachweisen. In beiden Fällen erfolgt sehr schnell 
nach obstruktivem Verschluss der Gallenwege ein Absinken der Mrp2-Protein-
Expression. Bei der mRNA-Expression ergeben sich jedoch Unterschiede zwischen 
Tiermodell und Mensch. Während die mRNA-Expression bei der Ratte ebenfalls abfällt, 
lässt sich beim Menschen keine signifikante Veränderung nachweisen. Dies ist bei der 
Frage nach der Regulation der Mrp2-Veränderung im Darm zu berücksichtigen. Bei den 
Zytokin-Inaktivierungen und den Gelshift-Analysen der BDL-Ratten zeigte sich, dass an 
der Regulation der mRNA-Expression die nukleären Faktoren RARα:RXRα und das Zy-
tokin IL-1β beteiligt sind, während TNF-α bei der Regulation keine Rolle spielt. Auch der 
unveränderte Gallenfluss scheint nicht im Zusammenhang mit der Mrp2-Protein-
Expression zu stehen, denn es konnte bei Fistelratten, bei denen die gesamte Gallen-
flüssigkeit abgeleitet wurde (biliary diversion), keine signifikante Änderung des Mrp2 
festgestellt werden. Die Bioverfügbarkeitsstudie mit dem Nahrungskarzinogen PhIP in 
der BDL-Ratte, wo eine vermehrte PhIP-Aufnahme festgestellt wurde, macht die Auswir-
kungen des Expressionsabfalls von Mrp2 bei der obstruktiven Cholestase deutlich. Die-
ses Absinken der Mrp2-Protein-Expression steht im Gegensatz zum Verhalten anderer 
Transportproteine. Zudem konnte gezeigt werden, dass im zeitlichen Verlauf der Chole-
stase beim Menschen die MRP2-Expression immer weiter abfiel. Das Ausmaß der Mrp2-
Protein-Herabregulation korrelierte mit der Cholestasedauer. Die Untersuchung von Pa-
tienten, denen nach einer Stenteinlage in die Gallenwege Folgebiopsien entnommen 
wurden, bestätigte die Hypothese, dass die durch die Obstruktion verursachte Cholesta-
se ausschlaggebend für die beobachteten Veränderungen bei der MRP2-Expression ist. 
Für die Transporter BCRP, MDR1 und MRP3 hingegen ließen sich bei den humanen 
Darmbiopsien keine signifikanten Veränderungen der Protein-Expression bei obstruktiver 
Cholestase feststellen. 
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2. Unterschiede der Mrp2-Expression in verschiedenen Organen bei Cholestase 
 
Bisher wurde die Veränderung der Mrp2-Expression bei Cholestase schon in Leber und 
Niere untersucht. In der Leber kommt es bei BDL-Ratten zu einem Absinken des 
Mrp2 57. Im Gegensatz dazu konnte bei Studien, die sich mit den Veränderungen der 
Transporter in der Niere unter cholestatischen Bedingungen befassten, kein Unterschied 
in der Mrp2-Expression festgestellt werden 60. So wurde angenommen, dass die Verän-
derungen, die bei Cholestase in der Leber auftreten, auf lokalen Faktoren beruhen, die 
keinen Einfluss auf andere Organe besitzen. Durch den Nachweis, dass die Mrp2-
Expression im Darm jedoch auch absinkt, was nicht durch Faktoren, die allein lokal in 
der Leber wirken, hervorgerufen werden kann, wurde die Entwicklung eines neuen Erklä-
rungsansatzes nötig. Da eine Beziehung zwischen dem cholestatischen Geschehen in 
der Leber und den Vorgängen im Darm, bei gleichzeitig fehlender Veränderung der 
Mrp2-Expression in der Niere, hergestellt werden musste, entstand die Hypothese, dass 
das Vorhandensein des Gallenflusses in den Darm die intestinale Mrp2-Expression trig-
gert. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden die Fistelratten untersucht. Da bei die-
sen Tieren die komplette Gallenflüssigkeit abgeleitet wurde, musste es, falls der erhalte-
ne Gallenfluss in den Darm das Aufrechterhalten der Mrp2-Expression im Darm bedingt, 
auch in diesem Fall zu einem Absinken der Mrp2-Expression kommen. Bei unseren Un-
tersuchungen der Fistelratten ließ sich nach vier Tagen jedoch nur ein leichtes, nicht  
signifikantes Absinken der Mrp2-Expression feststellen (siehe Abbildung 3). So musste 
diese Hypothese zur Regulation der Mrp2-Expression im Darm wieder verworfen wer-
den.  
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3. Regulation des Mrp2 im Rattenmodell 
 
Es ist bekannt, dass in der Leber die Mrp2-Expression über nukleäre Rezeptoren ge-
steuert wird. Diese Transkriptionsaktivatoren modifizieren durch ihre Bindung an den 
Mrp2-Promotor die Transkription von Mrp2 60. Diese Bindung wird über Zytokine regu-
liert. Bei der obstruktiven Cholestase kommt es in der Leber zur Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen (TNF-α, IL-1β und IL-6) in den Kupfferzellen, durch die die 
Entzündungsreaktion hervorgerufen wird 62. Die freigesetzten Zytokine inhibieren die 
Bindung bestimmter nukleärer Rezeptoren an den Promotor. So wird bei der obstruktiven 
Cholestase in der Leber die Bindung von RARα:RXRα an den Mrp2-Promotor vermindert 
und ein Absinken der Mrp2-Expression induziert 58,60,62,78,88. Unsere Ergebnisse beim 
Rattenmodell zeigen, dass auch im Darm die Mrp2-mRNA-Expression bei obstruktiver 
Cholestase absinkt (siehe Abbildung 2). Dies entspricht den Verhältnissen in der Ratten-
leber. Um zu überprüfen, ob auch im Darm nukleäre Rezeptoren an der Regulation be-
teiligt sind, wurden Gelshifts durchgeführt, die die Bindungsaktivitäten von Transkrip-
tionsfaktoren nachweisen. Wir stellten im Kernprotein der Rattenenterozyten eine ver-
minderte Bindung von RARα:RXRα an das DR5-Element des Mrp2-Promotors bei ob-
struktiver Cholestase fest (siehe Abbildung 5). Dies lässt darauf schließen, dass im 
Darm, genau wie in der Leber, bei obstruktiver Cholestase im Rattenmodell eine Verän-
derung der Bindungsaktivität der nukleären Rezeptoren RARα:RXRα für die transkriptio-
nelle Regulation verantwortlich ist. Bei der Untersuchung anderer nukleärer Rezeptoren 
(PXR, FXR und CAR), die an das ER8-Element des Mrp2-Promotors binden können 61, 
wurde kein Unterschied in der Proteinkonzentration bei BDL-Ratten und Kontrolltieren 
nachgewiesen (siehe Abbildung 6). Diese nukleären Rezeptoren scheinen somit nicht an 
der transkriptionellen Regulation beteiligt zu sein. 
Durch die Untersuchung der BDL-Ratten, bei denen eine Zytokin-Inaktivierung vorge-
nommen wurde, wurde nachgewiesen, dass IL-1β als Inhibitor der Promotorbindung von 
RARα:RXRα der Ausgangspunkt der Regulation der transkriptionellen Mrp2-Expression 
ist (siehe Abbildung 4). Die Wirkung der proinflammatorischen Zytokine beschränkt sich 
also nicht im Sinne lokaler Faktoren auf die Leber, sondern wird auf systemischer Ebene 
beobachtet. Da jedoch in der Niere keine Herabregulation des Mrp2 nachgewiesen wer-
den kann 60, müssen an der Regulationskaskade noch gewebsspezifische Kofaktoren 
beteiligt sein, die für die unterschiedlichen Regulationsvorgänge der Mrp2-Expression 
bei gleichem Zytokinreiz verantwortlich gemacht werden können. 
Bei unseren Untersuchungen zeigte sich außerdem, dass die Regulation nicht aus-
schließlich auf der transkriptionellen Ebene erfolgt. Die Mrp2-Protein-Expression sinkt 
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bereits zu Beginn der Cholestase stark ab (siehe Abbildung 1), während die mRNA-
Konzentration und die RARα:RXRα-Bindungsaktivität ein viel flacheres Profil aufweisen 
(siehe Abbildung 2 und 5). Der initiale Impuls für die Herabregulation ist also 
posttranskriptionell zu suchen. Bislang ist der verantwortliche Faktor für diese frühe 
posttranskriptionelle Regulationsphase noch nicht identifiziert worden. Es ist denkbar, 
dass ein solcher Faktor in die Translation eingreift, wie es durch eine Veränderung der 
Translationseffizienz oder des intrazellulären Sorting oder Targeting möglich wäre 7,89,90. 
Auch ist vorstellbar, dass es noch vor der Translation zu einer Veränderung der mRNA 
kommt. So bleibt bei einer Veränderung des mRNA-Processings oder der mRNA-
Stabilität die mRNA-Konzentration zwar unverändert, die Protein-Expression wird jedoch 
beeinträchtigt 7. Auch nach der Translation kann noch durch eine verminderte Protein-
aktivierung, einen erhöhten Proteinabbau oder durch das Befördern von Mrp2-Protein-
Vesikeln nach intrazellulär Einfluss auf die membranständige Expression genommen 
werden 7,89,90. 
 
 
4. Auswirkungen der verminderten Mrp2-Expression 
 
Mrp2 spielt in Hepatozyten und Enterozyten eine wichtige Rolle im Schutz vor toxischen 
oder karzinogenen Substanzen. In beiden Zelltypen werden endogene und exogene 
Stoffe bevorzugt metabolisiert 91,92, wobei die Glucuronidierung einen wichtigen Entgif-
tungsmechanismus darstellt. Diese glucuronidierten Substanzen gehören ihrerseits zu 
den Transportsubstraten von Mrp2 und werden über die Galle ins Darmlumen ausge-
schieden 93. Darüber hinaus kann Mrp2 nichtmetabolisierte toxische Komponenten be-
fördern, die labile Komplexe bilden oder im Kotransport mit Glutathion transportiert wer-
den 16,21,94. Demnach wird der Schutz vor unerwünschten Substanzen von Mrp2 durch 
den Efflux der Stoffe ins Darmlumen gewährleistet. Daraus ergibt sich nicht nur eine 
verminderte Resorption von gerade aufgenommenen oral applizierten Substanzen, son-
dern auch eine reduzierte Aufnahme von Metabolisierungsprodukten der Enterozyten 
und von Stoffen, die den enterohepatischen Kreislauf durchwandern. 
Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass der Schutz des Körpers durch die Abnahme 
der Mrp2-Protein-Expression geschwächt ist. Bei der Untersuchung der oralen Biover-
fügbarkeit des Nahrungskarzinogens PhIP stellten wir fest, dass die Aufnahme von PhIP 
7 Tage nach Anlage der Gallengangsligatur signifikant erhöht war (siehe Abbildung 7). 
Da PhIP ein wichtiges Mrp2-Transportsubstrat darstellt 15, lässt diese Untersuchung er-
kennen, dass neben der hereditären, absoluten Mrp2-Defizienz 15,21 auch die erworbene, 
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unvollständige Mrp2-Defizienz Einfluss auf die Bioverfügbarkeit von oral applizierten 
Substanzen nehmen kann. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die intestinale Mrp2-
Expression biologische Bedeutung besitzt und bestätigen die Rolle von Mrp2 im Schutz 
vor unerwünschten Substanzen.  
 
 
5. Regulation des MRP2 beim Menschen 
 
Obwohl bei obstruktiver Cholestase das Verhalten der MRP2-Protein-Expression beim 
Menschen dem bei Ratten entspricht (siehe Abbildung 8 und 1), scheint der Unterschied 
in der mRNA-Expression auf einen speziesspezifischen Regulationsmechanismus hin-
zuweisen. Während im Tiermodell die mRNA-Expression ebenfalls herabreguliert wurde, 
ließ sich beim Menschen keine signifikante Veränderung der mRNA-Expression nach-
weisen, trotz Überprüfung mittels real-time PCR (siehe Abbildung 9). Dieser fehlende 
transkriptionelle Anteil der Regulation gleicht den Ergebnissen aus der humanen Leber, 
wo es bei Cholestase zu einem Absinken der Proteinexpression kommt, während sich 
die mRNA-Expression nicht verändert 95. Die Regulation des MRP2 beim Menschen wird 
also im Darm und in der Leber allein über einen posttranskriptionellen Mechanismus ge-
steuert. Demnach können die entdeckten transkriptionellen Regulationsmechanismen 
nicht auf die humanen Verhältnisse übertragen werden. Die genauen posttranskriptionel-
len Regulationsmechanismen sind bisher nicht bekannt.  
Allerdings wurde bei einer Untersuchung der humanen Leber bei primärer biliärer Zirrho-
se festgestellt, dass Radixin im Zusammenhang mit der canaliculären Lokalisation des 
MRP2 steht 96. Radixin kann Aktin-Filamente mit Plasmamembranproteinen verbinden 97. 
Es zeigte sich, dass Mäuse ohne Radixin eine konjugierte Hyperbilirubinämie basierend 
auf einem Verlust von Mrp2 an der canaliculären Membran entwickeln 97. Auch konnte 
gezeigt werden, dass die Radixinkonzentration bei der Verschiebung von membranstän-
digem Mrp2 auf intrazelluläre Strukturen abfiel 96. Es wäre zu klären, inwieweit dieser 
Mechanismus auch an der Herabregulation des MRP2 im Darm bei obstruktiver Chole-
stase beteiligt ist.  
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6. Einflüsse auf die Ergebnisse der Patientenstudie 
 
Die Faktoren, die auf die MRP2-Expression Einfluss nehmen könnten, mussten in unse-
rer Patientenstudie so weit wie möglich minimiert werden. Aus diesem Grund wurden die 
untersuchten Patienten für die Kontrollgruppe und die cholestatische Gruppe hinsichtlich 
Alter und Geschlecht gematcht. Ein weiterer Einflussfaktor liegt in Induktoren und Sup-
pressoren von Mrp2. Da zahlreiche Medikamente als Induktoren für die MRP2-
Expression bekannt sind, wurden Patienten mit Rifampicin 25 und Zytostatika aus der 
Studie ausgeschlossen.  
Auch eine Beeinflussung durch die Tumorerkrankung ist denkbar. Es könnten vom Tu-
mor Faktoren sezerniert werden, die auf die MRP2-Expression wirken. Da die Ergebnis-
se für die Patienten, deren Ursache der obstruktiven Cholestase in einer Tumorerkran-
kung lag, mit den Ergebnissen der Patienten mit Gallensteinen übereinstimmten, ist ein 
Einfluss von Faktoren, die durch die Tumorerkrankung hervorgerufen werden, unwahr-
scheinlich. Es gab in unserer Studie keinen Anhalt dafür, dass die MRP2-Protein-
Expression bei den Tumorpatienten anders als durch die Folgen der obstruktiven Chole-
stase beeinflusst wird. 
Ein weiterer möglicher Einfluss auf die Ergebnisse wäre durch das Vorkommen von   
Polymorphismen möglich. Polymorphismen im MRP2-Gen könnten die Expression und 
Regulation des Genproduktes verändern. Bei einer Untersuchung einer japanischen Pa-
tientengruppe wurden bei 72 gesunden Probanden 21 Single-nucleotid-Polymorphismen 
in den Exonregionen gefunden, von denen 14 zu einer Aminosäurenveränderung führ-
ten. Jedoch befand sich keiner der Polymorphismen im Walker A, B oder C Motiv oder 
war eine Basisaminosäure für die Transmembrandomänen 98. Es wurde zudem unter-
sucht, ob sich die gefundenen Polymorphismen auf die mRNA-Konzentration in den En-
terozyten auswirken 99. Für MRP2 konnte jedoch bisher keine Veränderung der Expres-
sion festgestellt werden. Im Gegensatz dazu ergab sich für MDR1 eine Veränderung der 
Expression und der Absorptionsrate von Medikamenten durch Polymorphismen 100.  
 
 
 67 
 
 
7. Auswirkungen der obstruktiven Cholestase auf die intestinale Expression von 
MDR1, BCRP und MRP3 
 
In der untersuchten Patientengruppe zeigte sich keine signifikante Veränderung von 
MDR1. Die Proteinexpression stieg bei den Patienten mit obstruktiver Cholestase zwar 
im Vergleich zur Kontrollgruppe an, allerdings war der Anstieg aufgrund von hohen inter-
individuellen Unterschieden nicht signifikant (siehe Abbildung 10 rechts). Es ist möglich, 
dass sich bei einer größeren Patientengruppe ein signifikanter Anstieg der MDR1-
Expression hätte nachweisen lassen. Dies entspräche den Verhältnissen in der Ratten-
leber. Dort wird nach Gallengangsligatur die Mdr1-Expression hochreguliert 58. 
Die Expression von BCRP veränderte sich ebenfalls nicht signifikant beim Vergleich der 
cholestatischen und der Kontrollpatienten (siehe Abbildung 10 links). Allerdings stehen 
für BCRP noch keine weiteren Daten zur Regulation bei Cholestase zur Verfügung, wel-
che im Vergleich zu unserer Studie betrachtet werden könnten. Noch unveröffentliche 
Daten zeigen, dass die obstruktive Cholestase im Rattendarm zu einer mäßigen, aber 
signifikanten Bcrp-Herabregulation führt (Dietrich CG, Geier A). 
Unseren Ergebnissen zufolge ließ sich auch für MRP3 keine Veränderung nachweisen. 
Die Expression von MRP3 war im Darm in der gesamten Patientengruppe gering. Dies 
kommt durch die unterschiedlichen Konzentrationen von MRP3 im Verlauf des Darms 
zustande. Die MRP3-Konzentration nimmt vom Duodenum zum Kolon hin zu 101. Unsere 
Biopsien wurden aus dem Duodenum entnommen worden, wo die Konzentration dem-
entsprechend gering ist. Aus der Rattenleber ist im Gegensatz zu den Verhältnissen im 
Darm eine Hochregulation des Mrp3 bei obstruktiver Cholestase bekannt 57. Diese Hoch-
regulation wird bei obstruktiver Cholestase als ein kompensatorischer Mechanismus zur 
fehlenden Exkretionsleistung des Mrp2 gesehen. Der basolateral gelegene Transporter 
Mrp3 kann eine Akkumulation von toxischen Substanzen im Hepatozyten während Cho-
lestase verhindern, indem er diese Stoffe, die sonst von Mrp2 in die Gallenflüssigkeit 
sezerniert werden, aus der Zelle zurück ins Blut schleust. Die beiden Transporter, Mrp3 
und Mrp2, zeigen außer bei Schwangerschaft eine gegenläufige Regulation 102. 
Dass die anderen untersuchten Transporter im Darm nicht wie MRP2 herabreguliert 
werden, spricht dafür, dass es sich bei unseren Ergebnissen nicht um unspezifische 
Veränderungen der Expression im Rahmen der Cholestase handelt.   
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8. Mögliche klinische Konsequenzen aus dem intestinalen Absinken des MRP2 bei 
obstruktiver Cholestase 
 
Da MRP2 eine Aufgabe als Schutzbarriere des Körpers gegen unerwünschte Substan-
zen hat, ergeben sich durch die Herabregulation der MRP2-Expression in den Entero-
zyten und Hepatozyten bei obstruktiver Cholestase Veränderungen in der Absorption 
und Verteilung von Stoffen, die von MRP2 transportiert werden. Dies betrifft viele Medi-
kamente, wie Chemotherapeutika 18, Antibiotika 22, Lipidsenker, ACE-Hemmer 19, und 
auch Toxine und ihre Konjugate, z.B. PhIP 21, α-Naphtylisothiozyanat, Arsen 94 oder 
Schwermetalle. Diese werden durch die fehlende Barrierefunktion des MRP2 in verstärk-
tem Maße aufgenommen und durch verminderte hepatische MRP2-Expression einge-
schränkt eliminiert. So kann es zu erhöhter Bioverfügbarkeit und nachfolgend höheren 
Gewebekonzentrationen kommen.  
Diese erhöhte Bioverfügbarkeit wurde von uns im Tiermodell für das Karzinogen PhIP 
nachgewiesen (siehe Abbildung 7). Da in der Patientenstudie die MRP2-Expression auf 
entsprechende Werte wie im Tiermodell absinkt, ist anzunehmen, dass es auch beim 
Menschen zu einer erhöhten Bioverfügbarkeit von PhIP kommt. Der Nachweis der er-
höhten Bioverfügbarkeit ist damit nicht mehr nur für die hereditäre Form der Mrp2-
Defizienz, deren humanes Homolog das seltene Dubin-Johnson-Syndrom darstellt, son-
dern auch für die erworbene subtotale MRP2-Defizienz bei obstruktiver Cholestase (im 
Rattenmodell durch die BDL-Ratte repräsentiert) nachgewiesen worden. Diese Erkennt-
nis hat entscheidende klinische Bedeutung, da das Dubin-Johnson-Syndrom sehr selten, 
die obstruktive Cholestase jedoch häufig vorkommt. Wenn also die erworbene Cholesta-
se die Bioverfügbarkeit von genotoxischen Substanzen erhöht, könnten diese Patienten 
bei entsprechender Cholestasedauer einer signifikant höheren Karzinogenkonzentration 
ausgesetzt sein, was im Endeffekt zu einer erhöhten Krebssuszeptibilität führen könnte. 
Die Veränderung der MRP2-Expression wäre somit ein weiterer Faktor, der die Krebs-
entstehung beeinflusst 103. 
Die MRP2-Expression beeinflusst auch orale Medikamentengaben. Da viele Medikamen-
te zu den Transportsubstraten von MRP2 gehören, ist es wahrscheinlich, dass bei einer 
Expressionsveränderung von MRP2 auch deren Bioverfügbarkeit, analog der Bioverfüg-
barkeit des Karzinogens PhIP, verändert wird. Dies könnte über eine Veränderung der 
Serumspiegel der Medikamente zu einer verstärkten Wirkung und somit auch zu der Ge-
fahr erhöhter Nebenwirkungen oder zu einer abgeschwächten Wirkung führen.  
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass unsere Studie bei Ratten und Menschen    
übereinstimmend dafür spricht, dass die intestinale MRP2-Expression bei obstruktiver 
Cholestase herunterreguliert wird. Die Regulationsmechanismen sind dabei offensicht-
lich speziesspezifisch. Bei den Ratten verläuft das Absinken der Mrp2-Expression IL-1β-
abhängig. Dies spricht für eine systemische Signalkaskade.  
Unsere Ergebnisse geben einen Einblick in die komplizierten Regulationsmechanismen 
des Darms. Das intestinale Mrp2 könnte eine spezifische Funktion im Zusammenspiel 
mit Leber und Niere einnehmen, was durch die organspezifische Mrp2-Regulation wäh-
rend Cholestase verdeutlicht wird. Die klinischen Konsequenzen unserer Beobachtungen 
können eine erhöhte Bioverfügbarkeit von MRP2-Substraten beinhalten. Hiervon sind 
sowohl Medikamente als auch Karzinogene mit genotoxischen Effekten betroffen. 
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VI. Zusammenfassung 
 
Der ABC-Transporter Mrp2 wird vor allem in Hepatozyten, renalen Tubuluszellen und 
Enterozyten exprimiert. Während in Leber und Niere seine unterschiedliche Regulation 
bei Cholestase schon bekannt ist, wurde sie im Darm bisher noch nicht untersucht. Des-
halb beschäftigten wir uns mit der duodenalen Mrp2-Proteinexpression bei männlichen 
Sprague-Dawley Ratten mit Gallengangsligatur bzw. vollständiger Gallenableitung (bilia-
ry diversion), sowie mit 20 Patienten mit obstruktiver Cholestase. 
Bei Gallengangsverschluß, nicht jedoch bei der Gallenableitung, zeigte sich nach sieben 
Tagen eine verminderte Mrp2-Proteinexpression von 9,3 ± 5,5 % und eine verminderte 
mRNA von 40,5 ± 20,8 % (jeweils im Vergleich zu den Kontrollen). Die Bindung des  
Heterodimers RXRα:RARα an das Mrp2-Promotorelement war signifikant reduziert bei 
den gallengangsligierten Ratten. Zytokinblockaden identifizierten IL-1β als verantwortli-
chen Induktor für die Mrp2 Herabregulation. Bei den Patienten mit obstruktiver Cholesta-
se war die MRP2-Proteinexpression auf 27,3 ± 20,3 % im Vergleich zu den Kontroll-
patienten reduziert. Diese Verminderung korrelierte mit der Cholestasedauer und war 
nach dem Wiederherstellen des Gallenflusses durch Stenteinlage in den Ductus chole-
dochus reversibel. Bei der mRNA wurden jedoch beim Menschen keine signifikanten 
Veränderungen festgestellt. Auch die intestinale Protein-Expression von MDR1, BCRP 
und MRP3 blieb unverändert.  
Bei den gallengangsligierten Ratten wurde zusätzlich eine erhöhte Bioverfügbarkeit für 
das Mrp2-Substrat und Nahrungskarzinogen PhIP auf 2,5-fach erhöhte Werte im Ver-
gleich zu Sham-operierten Ratten festgestellt.  
Schlussfolgerungen: Cholestase führt zur Herabregulation der intestinalen Mrp2-
Expression bei Ratten und Menschen. Die selektive Herabregulation ist die Folge  
speziesspezifischer transkriptionaler und posttranskriptionaler Mechanismen und führt 
zur erhöhten Bioverfügbarkeit eines Nahrungskarzinogens. 
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